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第１章 序論 
 
体内に取り込まれた薬物および毒物や生体内老廃物の多くは、肝臓における解毒機構
を経て尿中あるいは胆汁中へと排泄される。これらは主に輸送担体（一部は受動拡散）
を介して肝臓へと取り込まれ、チトクロム P-450 による代謝反応を受け（第一相解毒）、
グルタチオン-S 転移酵素(GST)などの各種抱合酵素によりグルタチオン(GSH)やグルク
ロン酸など親水性に富んだ物質との抱合体を形成し（第二相解毒）、最終的には胆管あ
るいは血中へと輸送担体を介して排泄される（第三相解毒; scheme 1-1)。胆汁排泄経路
は小腸において再吸収を受けることにより腸肝循環が起こることから、胆汁酸のホメオ
スタシスや薬物の体内動態に影響を与える可能性があることが知られている。 
肝臓毛細胆管側膜上には ATP の加水分解エネルギーを利用して濃縮的に胆汁中へと
排泄を行う一次性能動輸送担体の存在が確認されており、それらは ATP binding cassette
を共通に持つことから ABC トランスポーターとして知られている(scheme 1-2)。ヒトに
おいては、ビンカアルカロイドやジゴキシンなど脂溶性、カチオン性化合物を基質とす
る P-glycoprotein (P-gp)、胆汁酸を基質とする bile salt export pump (BSEP)、ビリルビング
ルクロニドなど生体内老廃物や薬物のグルタチオン抱合体やグルクロン酸抱合体など
有機アニオン性化合物を基質とする multidrug resistance-associated protein 2 (MRP2)、リ
ン脂質を基質とする(multidrug resistance protein;MDR3)が確認されている。またヒトにお
ける MRP2 の遺伝的欠損は Dubin-Johnson syndrome(DJS)として知られ、ビリルビンの胆
汁排泄が行われず、血管側に発現している MRP3 の誘導がみられ、代償的に血中へと輸
送され高ビリルビン血症を示すことが知られている。このメカニズムは生理学的な解毒
システムとして合理的であり、同様に Mrp2 を欠損しているラットである EHBR や TR-
においてもこの現象が確認されている。 
肝臓毛細胆管側膜に局在している Mrp2/MRP2 は有機アニオン性化合物の胆汁中排泄
経路の主要因子としてのみならず、GSH やビリルビン及びそのグルクロン酸抱合体を
胆管側へ輸送することで、血管側との浸透圧差由来の水分子の引き込みで起こる胆汁酸
非依存性胆汁流生成の主要因子として考えられている。これは Bsep/BSEP による胆汁
酸輸送により生じる胆汁酸依存性胆汁流と共に胆汁流生成に重要な役割を担っている。 
このように薬物排泄経路として、また生理学的にも重要な蛋白である Mrp2/MRP2 は、
ヒトを含めた幅広い動物種において遺伝子あるいは蛋白の発現が確認されている。また、
これらトランスポーターの毛細胆管側膜における恒常的な発現は、蛋白質の生合成過程
と胆管側膜への局在化、細胞質内への内在化を経て蛋白質の分解という各過程の恒常性
により保持されている(scheme 1-1)。そのため、これらの恒常性が崩れると、胆管側膜
での Mrp2 発現量減少により胆汁輸送機能が低下する。これまでに実験動物を用いた検
討において、Interleukin (IL) -6、IL-1β等の炎症性サイトカインは、Mrp2 の mRNA への
転写を阻害することで肝臓全体での MRP2 蛋白質発現量を減少させ、その結果、細胞膜
上における発現量を減少させるという時間から日単位での機能低下が報告されている 1。
その一方で、高浸透圧や女性ホルモンの代謝物である estradiol-17β-D-glucuronide 
(E217G)、Lipopolysaccharide (LPS)やエタクリン酸（ethacrynic acid(EA)）等による急性酸
化ストレスなど様々な要因により、数分から数時間単位で起こる Mrp2 の胆管側膜から
細胞内コンパートメントへの局在変化 (内在化) も機能を変動させる大きな要因の一
つとして認識されている 2-4。 
C 型肝炎ウイルス等のウイルス性肝炎やアルコール性肝炎などの慢性肝疾患時にお
いて、黄疸や高ビリルビン血症を伴う胆汁うっ滞が惹起されることが知られている。ま
た、これら肝疾患時においては、胆汁流の生成を担う MRP2 や BSEP といったトランス
ポーターの毛細胆管側膜における局在性の低下とその後の分解の亢進が機能低下の一
因となることが近年の臨床研究より示唆されている 5-7。更に、慢性肝疾患時には肝臓が
持続的な酸化ストレス状態に曝されており、  原発性胆汁性肝硬変(primary biliary 
cirrhosis (PBC))時においても酸化ストレスマーカーの高値がその診断基準の一つとなっ
ていることから、疾患時のヒト MRP2 の胆管側膜上発現量の低下にはラット同様に酸
化ストレスが関与している可能性が考えられる。これまで我々を含めた多くの研究グル
ープより、実験動物を用いた胆管側膜における Mrp2 の局在制御機構に関しては、知見
が積み重ねられつつあるものの、ヒトにおいて MRP2 の内在化を伴った機能変動及びそ
のメカニズムについては、依然として不明な点が多く残されている。また胆汁うっ滞時
を含めた MRP2 の分解機構に関しては、未だ不明な点が数多く残されている。 
そこで本研究では、ヒト慢性肝炎時における胆汁うっ滞の原因を解明することを最終
的な目標と定め、MRP2/Mrp2 を中心としたその細胞膜局在及び、蛋白質分解制御機構
の新規の知見を得ることを目的とした。まず、第 2 章において、ラット肝臓を用いて、
急性の酸化ストレス時における Mrp2 の局在制御機構の分子機構について検討を行った。
第 3 章では、ラットを用いたヒト肝炎時の胆汁うっ滞機序解析の妥当性を検証するため
に、ラット及びヒト肝スライスに、肝炎モデルとして汎用される LPS の暴露を行い、
MRP2/Mrp2 の胆管側膜における局在性の変化と、酸化ストレスの関与について検討を
行った。第４章においては、細胞内レドックス回復時において Mrp2 の局在性が可逆的
に制御を受けるかについて検討を行い、第５章において、その分子機構について検討を
行った。第６章では、持続的な酸化ストレス時における Mrp2 の内在化後の Mrp2 蛋白
質分解の亢進に関わる分子機構を、ユビキチン及びその関連蛋白質について検討するた
め、肝臓における持続的酸化ストレスモデルの構築を行い検証した。 
 
 
 
 
Scheme 1-1 Detoxification pathway and regulatory system of transporter expression in the liver.
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第２章 エタクリン酸誘発性急性酸化ストレス時における Mrp2 の内在化機構の解明 
 
第 1 節 序 
 
これまでに当研究室において、ループ系利尿薬のエタクリン酸（ethacrynic acid: EA）
は肝細胞内において、GSH 抱合酵素の働きにより GSH 抱合を受けた EA-GSH 抱合体
は Mrp2 の基質となり胆汁中へと排泄されることで肝細胞内の GSH 量を急速に低下さ
せ酸化ストレスを惹起させることを報告している 8。また、この EA により惹起される
急性の酸化ストレス時において、Mrp2 の毛細胆管側膜における局在が細胞質内に内在
化することを 明らか と して いる 8 。 Schimitt 等も脂質過酸化物 tertiary 
butylhydroperoxide(t-BHP)や 1-chloro-2,4-dinitronemzene(CDNB)の肝灌流により惹
起される肝臓の急性酸化ストレス時において Mrp2 の局在性の低下が見られる事を報
告している 9。 
これまでに EA や t-BHP により惹起された酸化ストレス時の Mrp2 の毛細胆管側膜
における局在性の低下は細胞骨格等の崩壊を伴う非特異的な細胞障害の結果であると
考えられてきた 8, 9。しかし、GSH やその抱合体は Mrp2 の良好な基質であり、MRP2
を 過 剰 発 現 し て い る MDCK-MRP2 細 胞 株 に お い て は 、 脂 質 過 酸 化 物
(4-hydroxynonenal: 4HNE)の細胞毒性がその非発現細胞株と比較して増悪することを
見出し 10、この酸化ストレス時に惹起される Mrp2 の内在化は、GSH の細胞外への排
泄を低下させることで、酸化ストレスから細胞を保護するフィードバック機構を担って
いることが示唆されている 8。また、Mrp2 の内在化が細胞障害や膜脂質の過酸化等に先
行して起こる現象であることを明らかとしている 8。これら実験事実より、Mrp2 の局在
制御機構には何らかのシグナル伝達が存在することが考えられる。 
これらの研究背景から、本章においては、EA により惹起される内在化には整然と制
御されうる細胞内シグナル制御機構が存在するという仮説を立て、これを検証すること
を目的として以下の検討を行った。そこで、急性の酸化ストレスモデルの構築のために、
これまでに当研究室において、確立されている EA をモデル化合物として選択し、Mrp2
の毛細胆管側膜における局在性についてラット in situ 肝灌流法及びラットより単離し
た初代培養肝細胞 (isolated rat hepatocyte couplets: IRHCs)を用いたMrp2の局在性を評価
するためのスクリーニング系の構築を行い、EA の Mrp2 の局在制御に関わるシグナル
伝達機構の詳細を明らかとするために、各種阻害剤を用いた検討を試みた。 
第 2 節 結果 
 
2－1 ラット初代培養肝細胞 Mrp2 の局在評価スクリーニング系を用いたエタクリン
酸誘発性 Mrp2 内在化における PKC の関与 
 
これまでに EA により誘発された酸化ストレスにより Mrp2 内在化が起こることをラ
ット in vivo において確認している 8。本章ではラットを用いた酸化ストレス時に内在化
する Mrp2 の局在制御機構の解明を目的として、本項においては IRHCs を用いた局在性
を評価する系の構築を行い、EA の Mrp2 の局在性に対する影響と、各種阻害剤等を用
いた検討を行った。 
ラット肝臓にコラゲナーゼを灌流することで単離した IRHCsにMrp2を認識する抗体
EAG15 を用いて Mrp2 の免疫染色を行い、細胞の核を propidium iodide により染色を行
い、共焦点レーザー顕微鏡にて、Mrp2 の局在性について評価を行った。その結果、IRHCs
の細胞間隙に胆管様構造が形成され Mrp2 の局在が確認された(Fig. 2-1A 矢印)。また EA 
(62.5 µM 10 min)を暴露することにより IRHCsの細胞間隙に局在するMrp2の蛍光の消
失が確認された(Fig. 2-1C)。その一方で、一連の Ser/Thr リン酸化酵素阻害剤である H7
の併用により、EAによる細胞間隙におけるMrp2の消失が抑制された（Fig. 2-1D矢印）。
この EA による細胞間隙の Mrp2 消失の程度を定量的に評価するために、細胞の核数に
対するMrp2が局在している細胞間隙に形成された胆管の数の割合をMrp2-indexとして
算出した。その結果、EA (62.5 µM 10 min)暴露によりMrp2-indexがコントロール群(11.6
±0.3 %)に対して有意に低下した (3.7±0.2 %; Table 2-1）。その一方で H7 の前処置によ
り EA により低下した Mrp2-index がコントロール群のレベルに回復した（12.3±0.9 %；
Table 2-1）。また EA の暴露後 10min までにおいて暴露時間依存的な細胞内 GSH 量の低
下が見られ、Mrp2-index の低下と良好な相関性を示し、既報の EA の in situ 肝灌流で得
られた結果を in vitro において再現することに成功した (Fig. 2-2) 8。その一方で、Mrp2
と同様に胆管側膜に発現するP-gpの局在への影響についてもMrp2と同様に検討を行っ
た結果、Mrp2-index の低下が見られた EA(62.5 µM 10 min)暴露によっては P-gp の細胞
間隙における局在性の低下と P-gp-index の低下は見られなかった（Fig. 2-3, Table 2-2）。
更に、protein kinase C (PKC)を非特異的に活性化させるホルボールエステルである
PMA(phorbol 12-myristate 13-acetate)の処理により P-gp の細胞間隙の胆管様構造におけ
る消失と P-gp-index の有意な低下（3.6±0.5 %）が見られ、非特異的な PKC の阻害剤
Gö6850 による抑制が見られた（Fig. 2-3, Table 2-2）。 
 
  
 
 
Fig. 2-1 Effect of H7 on the EA-induced Mrp2 internalization in IRHCs. Mrp2 is internalized by EA and
blocked by pretreatment with H7. IRCHs were pretreated with (B, D) or without (A, C) 100 µM H7 for 30 min
before 62.5 µM EA treatment for 10 min. The cells were then fixed and subjected to immunofluorescence
staining with anti-Mrp2 antiserum and detected by confocal laser scanning microscopy. Representative
couplets were detected with both FITC (green) and Nomarski channels (Prekeris et al.).
Control H7 100 µM
EA (-)
EA 62.5 µM
(A)
(C)
(B)
(D)
Mrp2-index (%)
EA (-) EA (+)
Control
H7
PKA inhibitor
Gö6976
Gö6850
PKG inhibitor
PKG inhibitor
Aminoguanidine
cGMP
Arginine
100 μM
200 nM
200 nM
100 nM
1 μM
20 μM
500 μM
50 μM
1 mM
11.6 ± 0.3
12.0 ± 0.4
13.2 ± 0.5
11.4 ± 0.7
10.9 ± 0.5
11.8 ± 0.3
13.3 ± 0.6
12.5 ± 1.1
6.6 ± 1.4 **
6.8 ± 0.7 **
3.7 ± 0.2 **
12.3 ± 0.9 ##
5.9 ± 1.9
3.5 ± 0.7
11.2 ± 0.9 ##
4.8 ± 0.3
11.6 ± 1.0 ##
5.6 ± 0.3
4.7 ± 0.5
3.0 ± 0.5
Table 2-1 Effect of some protein kinase inhibitors on the EA-induced reduction in the Mrp2-index. Rat
hepatocytes were treated with 62.5 µM EA for 10 min in the presence or absence of inhibitors. Mrp2-index was
assessed as the rate of Mrp2 positive canalicular per cell nuclei. The Mrp2-index was significantly reduced by
EA treatment and was abolished by pretreatment with 100 µM H7, 100 nM Gö6850, 20 µM PKG inhibitor and 1
mM EGTA. Results are given as the means ± S.E. from 3 - 13 independent cell preparations. **p<0.01,
significantly different from control EA (-). ##p<0.01, significantly different from control EA (+). Tests used:
ANOVA followed by Bonferroni.
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Fig. 2-2 Correlation between GSH content and Mp2-index. The intracellular GSH level was measured at the
indicated times after addition of EA in the absence (open column) or presence (closed column) of H7. A time-
dependent reduction in the Mrp2-index (□) was observed during EA treatment. Note that H7 did not affect
GSH consumption rate.
: EA
: EA+H7
Fig. 2-3 Efect of EA and PMA on localization of P-gp in IRHCs. Canalicular localization of P-gp is not affected
by EA. IRCHs were pretreated with (B, D, F) or without (A, C, E) 100 nM Gö6850 for 30 min before 62.5 µM EA
treatment for 10 min (C, D) and 1 µM PMA (E, F) treatment for 10 min. As shown in (C), canalicular
localization was not affected by EA treatment, suggesting that the EA-induced internalization was selective for
Mrp2. As a positive control, PMA was demonstrated to reduce the canalicular localization of P-gp and this was
blocked by pretreatment with Gö6850. Scale bars: 10 µm.
 2－2 エタクリン酸誘発性 Mrp2 内在化に対する各種阻害剤の影響  
 
 前項の検討より、EA により惹起される Mrp2 の内在化が H7 の併用により完全に抑制
された (Table 2-1)。これに加え、EA 暴露による細胞内 GSH 量の低下に対してはまた
H7 の併用による影響が見られていない（Fig. 2-2）。これらのことから、酸化ストレス時
における Mrp2 の内在化に細胞内 GSH 量低下を伴う酸化ストレスに起因した Ser/Thr リ
ン酸化酵素の活性化の関与が考えられた。 H7はSer/Thrリン酸化酵素群に属するprotein 
kinase A (PKA)、 PKC 及び protein kinase G (PKG)に対して広範な阻害活性を有している
(PKA: 3 µM; PKC: 6 µM; PKG:5.8 µM)。そこで本項においては、H7 により抑制される
EA 誘発性 Mrp2 内在化に関与する Ser/Thr リン酸化酵素分子種を同定することを目的と
して、PKA myrystoilated inhibitor peptide (200 nM)、Ca2+依存性 cPKC inhibitor (Gö6976 200 
nM)、Ca2+非依存性 nPKC inhibitor (Gö6850 100 nM)、PKG selective inhibitor(1, 20 µM)を
EA と併用することで Mrp2-index に対する影響について検討を行った。その結果、
Gö6850 及び高濃度の PKG selective inhibitor (20 µM)の併用においてのみ EA により低下
した Mrp2-index の低下に対して抑制効果を示した（Table 2-1）。一方で PKG に対する阻
害定数（Ki value 25 nM）よりも十分高い濃度である PKG selective inhibitor (1 µM)は、
Mrp2-index の低下に対して阻害が見られなかった（Table 2-1）。 PKG 20 µM においては、
一酸化窒素 (nitric oxide (NO)の生成を抑制することが知られている 11。これらのことか
ら、PKG selective inhibitor (20 µM)の併用時に見られた EA による Mrp2-index の低下に
対する抑制効果は PKG の阻害によるものではなく、NO の合成阻害によるものである
ことが推察された。 
 
Pgp-index (%)
Gö6850 (-) Gö6850 (+)
Control
EA
PMA
62.5 μM
1 μM
10.5 ± 0.5
11.3 ± 1.1
3.6 ± 0.5 **
11.1 ± 1.0
11.9 ± 1.7
10.2 ± 0.6
Table 2-2 Effect of EA and PMA on Pgp-index in the presence or absence of Gö6850. Rat hepatocytes were
treated with 62.5 µM EA and 1 µM PMA for 10 min in the presence or absence of a non-specific protein kinase C
(PKC) inhibitor Gö6850. The Pgp-index was assessed as a rate of P-gp positive canalicular per cell nuclei. The
P-gp-index was significantly reduced by 1 µM PMA treatment and was abolished by pretreatment with 100 nM
Gö6850. Results are given as the means ± S.E. from 5 independent cell preparations. **p<0.01, significantly
different from control Gö6850 (-). Tests used: ANOVA followed by Bonferroni.
2－3 エタクリン酸誘発性 Mrp2 内在化に対すると一酸化窒素の関与 
 
 前項の検討から、EA 誘発性 Mrp2 内在化に NO の生成の関与が示唆された。そこで
本項においては、NO の生成と nPKC の活性化が EA 誘発性の酸化ストレスにより惹起
されるかについて検討を追加した。 
IRHCs における NO の培地中への放出を Griess 法により測定した結果、EA の暴露に
より培地中の NO 放出がコントロール群 (2.89 ± 0.24 nM)に対して有意に増加した(6.73 
± 0.31 nM)。その一方で、高濃度の PKG selective inhibitor (20 µM)の併用により NO の放
出がコントロール群レベルにまで有意に抑制された (3.88 ± 0.23 nM; Table 2-3)。NO は
guanylyl cyclase (GC)を介して cyclic GMP (cGMP)の生成を上昇させる 11。そこで、Mrp2
の内在化に対する NO 及び cGMP の関与を検討することを目的として、NO の供与体で
ある arginine (1 mM)と cGMP analogue として 8-bromo-cGMP (50 µM)の NO 生成及び
Mrp2-index に対する影響を検討した。その結果、arginine 及び 8-bromo cGMP の暴露に
より NO 放出の増加が見られ (4.88 ± 0.65 , 4.88 ± 0.22 Table; 2-3)、Mrp2-index も有意に
低下した(6.6 ± 1.4, 6.8 ± 0.7; Table 2-1)。これら結果より、EA 誘発性酸化ストレスによ
る NO 産生が Mrp2 の内在化に関与することが明らかとなった。  
 
 
NO release (nM)
EA (-) EA (+)
Control
H7
PKA inhibitor
Gö6976
Gö6850
PKG inhibitor
PKG inhibitor
Aminoguanidine
cGMP
Arginine
100 μM
200 nM
200 nM
100 nM
1 μM
20 μM
500 μM
50 μM
1 mM
2.89 ± 0.24
3.82 ± 0.17
4.00 ± 0.72
5.94 ± 0.41 **
3.71 ± 0.80
3.63 ± 0.09
3.14 ± 0.80
3.65 ± 0.78
4.88 ± 0.65 *
4.88 ± 0.22 *
6.73 ± 0.31 **
5.21 ± 0.52
6.71 ± 0.89
6.96 ± 0.61
6.23 ± 0.61
6.41 ± 0.72
3.88 ± 0.23 ##
5.15 ± 0.44
5.73 ± 0.74
5.64 ± 0.71
Table 2-3 Effect of some protein kinase inhibitors on the EA-induced NO production. NO release detected in
the culture medium of IRCHs treated with 62.5 µM EA for 10 min in the presence or absence of inhibitors. NO
release into medium was significantly increased by EA treatment and was abolished by pretreatment with 20
µM PKG inhibitor and 1 mM EGTA. Results are given as the means ± S.E. from 3 - 13 independent cell
preparations. *p<0.05 and **p<0.01, significantly different from control EA (-). ##p<0.01, significantly different
from control EA (+). Tests used: ANOVA followed by Bonferroni.
2－4 エタクリン酸誘発性 Mrp2 内在化に対すると PKC 活性化の関与 
 
2-3 項において、EA 誘発性 Mrp2 内在化に NO の生成及び Ca2+-非依存性 nPKC の活性
化の関与が考えられた。PKC は 10 種以上の分子種から成り、その細胞内局在性は細胞
種によって異なるため、細胞において多岐にわたる影響の違いを生み出すことが可能と
なる。しかし、EA により誘発される酸化ストレス時において Ca2+-非依存性 nPKC が活
性化されているかについては不明である。そこで本項においては、EA により活性化を
受ける PKC 分子種について検討を行った。PKC は活性化されると細胞内の可溶性領域
から細胞膜領域に局在変化を起こすことから、肝臓において発現が確認されている Ca2+
依存性 PKC(cPKC)分子種として PKCα、Ca2+非依存性 PKC(nPKC)分子種として PKCδ及
び PKCεを選択し PKC の膜領域への局在化を PKC 活性化の指標として EA 暴露後の
IRHCs より粗膜画分を調製し、western blotting により活性化を受ける PKC 分子種の同
定を行った。その結果、nPKC 分子種である PKCεと PKCδ の粗膜画分での発現量の上
昇が確認された (Fig. 2-4)。またポジティブコントロールとして PMA を処置した粗膜画
分においては EA により粗膜画分での発現量の上昇が見られなかった PKCα を含めた
全ての PKC 分子種において粗膜画分における発現量の上昇が見られた(Fig. 2-4)。 
次に、これまでに IRHCs において明らかとした EA 誘発性 Mrp2 内在化機構の一端を
担う nPKC 活性化が、より in vivo に近い in situ 肝灌流系においても関与していることを
検証した。本検証においては、Gö6850 (1 µM)を既に Mrp2 が内在化することを報告して
いる EA (300 µM) と共に灌流を行い、灌流後の肝臓より調製した膜画分において
western blotting により Mrp2、P-gp 発現量を検討した。その結果、これまでに報告した
EA (300 µM 30 min)による Mrp2 の膜発現量に対する影響と同程度の減少が確認され 
(61.0 ± 4.6％)8、Gö6850 (1 µM)の前灌流を行うことで、この EA による Mrp2 の発現量の
減少がコントロール群レベルまで有意に抑制された(96.7 ± 24.3%)。 その一方で、P-gp
の膜画分における発現量に関しては、IRHCs における検討と同様に EA(300 µM 30 min)
灌流により変化が見られなかった(Fig. 2-3, 2-5, Table 2-2)。   
以上から EA による急性酸化ストレス時において nPKC 分子種(PKCε and/or PKCδ)の
活性化により毛細胆管側膜における Mrp2 に選択的な内在化が起こることが明らかとな
った。 
 
 
 
 
 Fig. 2-4 Effect of EA and PMA on the distribution of PKC isoforms in IRCHs. A) IRHCs were treated with or
without 62.5 µM EA or 1 µM PMA for 10 min, then cells were homogenized, and separated into cytosol (C) and
membrane (M) fractions. Representative immunoblot analyses using PKCα, PKCε and PKCδ specific antibodies
are shown. B-D) Band densities of PKCα, PKCε and PKCδ shown in (A) were quantified. Open and closed
column represent the cytosol and membrane fractiojn. The values are expressed as the percentage of respective
controls. Results are given as the mean ± S.E. of three independent cell preparations. *p<0.05 and ***p<0.005,
significantly different from control.
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Fig. 2-5 Effect of EA on the localization of Mrp2 and P-gp in perfused rat liver. EA specifically induces
internalization of Mrp2 in perfused rat liver. A) Immunoblot analysis of canalicular transporters (Mrp2 and P-
gp) in crude membrane (CrM) fraction prepared from rat liver preperfused with or without 1 µM Gö6850 before
300 µM EA perfusion. B) Densitometry analysis of the immunoreactive bands shown in (A). Rat liver perfused
with 300 µM EA resulted in a reduced distribution of Mrp2 in the CrM fraction but this was not the case for P-
gp. Preperfusion with 1 µM Gö6850 for 30 min had a protective effect on Mrp2 membrane localization. Results
are given as the mean ± S.E. of three independent liver perfusions. *p<0.05, significantly different from
control.
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第 3 節 考察 
 
これまでに、Mrp2 の内在化における細胞内 GSH 量の重要性については in situ 肝灌流
系において EA8及び、schmitt 等により t-BHP、CDNB9においても報告されている。本
章においては、ラット肝臓を用いた酸化ストレス時の Mrp2 の内在化機構の解明を目的
としてラット肝臓 in situ 肝灌流系及び、IRHCｓを用いた検討を行った。 その結果、
IRHCs を用いた Mrp2 局在評価系において、EA による Mrp2 の内在化が、細胞内 GSH
量がコントロール群の 20%程度減少する暴露後 2 minより見られることが明らかとなっ
た(Fig. 2-2)。また EA により惹起された細胞内 GSH 量の減少を伴う急性の酸化ストレ
ス時において、NO の産生と nPKC の膜移行を伴う活性化が Mrp2 の内在化の要因とな
ることが明らかとなった (Fig. 2-6)。 
NO の産生は cGMP の生成を増加させることで平滑筋の弛緩を引き起こす要因となる
ことが知られている。また肝細胞においても NO の生成は、胆管側膜近傍において、細
胞骨格の弛緩やタイトジャンクションの透過性の制御因子となることも報告されてお
り、胆汁うっ滞への関与の可能性も考えられている 12。本検討において見られた様に、
NO は nPKC を含むリン酸化酵素群を cGMP の生成を介して直接的或いは間接的に制御
することも報告されている 13, 14。これらのことから酸化ストレスにより生成する NO は
胆管側膜の弛緩と PKC を活性化することによる Mrp2 の内在化を伴う機能低下の２つ
の機構により胆汁うっ滞を誘発する可能性が示唆される。本検討においては、cGMP の
生成を直接測定することは行っていないものの、cGMP の暴露により Mrp2 の内在化が
確認されており、cGMP の合成酵素である GC の阻害により EA による Mrp2 の内在化
が一部であるものの有意に抑制されている (Mrp2-index of 5.2 ± 1.1%, data not shown)。
このことから、NO の生成により活性化された cGMP の生成も EA 誘発性 Mrp2 の内在
化機構を部分的に担うことが考えられる。その一方で EA 誘発性 Mrp2 内在化に対して
低濃度の PKG inhibitor (1 µM)により阻害効果が見られていないことから cGMP により
活性化をうける protein kinase G (PKG)の活性化は Mrp2 の内在化機構ではないと考えら
れる(Table 2-1)。本研究において NO が直接 nPKC の活性化を介して Mrp2 の内在化を惹
起するかについては明確な結論が得られておらず、今後の更なる検討が必要であると考
えられた。 
EA による急性酸化ストレス時において Mrp2 と同様に肝臓の毛細胆管側膜に発現す
る P-gp の膜局在性については変化が見られなかった (Fig. 2-3, 2-5)。また、同様に t-BHP
による酸化ストレス時に胆管側膜マーカー蛋白質である dipeptidyl peptidase IV (DPPIV)
の局在性には変化が見られず、Mrp2 の選択的な内在化が報告されている 9, 15。これら酸
化ストレス時に見られる Mrp2 に対する選択的な内在化は、浸透圧変化 15, 16や E217 G17, 
18により惹起される Mrp2 内在化においても報告されている。これらのことは、Mrp2 の
内在化機構に nPKC 等の共通の機構が存在することを示唆すると共に、毛細胆管側膜に
発現する膜蛋白質の局在制御には、複数の機構により独立して制御を受けている可能性
が考えられた。これまでに F-actin の脱重合阻害剤である Phalloidin により毛細胆管側膜
近傍の細胞骨格の崩壊によるものと考えられる Mrp2 と P-gp の内在化が確認されてい
る 19。また PKC の非選択的活性化剤である PMA により Mrp215や Bsep の内在化が惹起
されることが報告されているが、本研究においては P-gp の内在化も確認することがで
きた(Fig. 2-3, Table 2-2)。これに加えて、本章においては EA の暴露により肝臓において
発現が確認されている Ca2+依存性 PKC 分子種(PKCα)及び Ca2+非依存性 PKC 分子種
(PKCε, PKCδ,)のうち、Ca2+非依存性 PKC 分子種が特異的に活性化されることが示され
た(Fig. 2-4)。この結果は、Ca2+依存性 PKC 分子種の特異的な阻害剤である Gö6976 によ
り EA 誘発性 Mrp2 内在化を抑制することが出来なかった結果 (Table 2-1)と一致する。
以上の結果より、EA により見られる Mrp2 選択的な内在化は、これまでに一般的に考
えられてきた細胞障害に伴う細胞骨格等の崩壊による非選択的な機序ではなく、EA に
より誘発された酸化ストレスによる nPKC 選択的な活性化シグナル伝達が関与するこ
とが明らかとなった。    
 
   
Fig. 2-6 Proposed mechanism of the EA-induced signaling pathway leading to internalization of Mrp2. The
EA-induced reduction in GSH stimulates NO release. NO possibly activates GC to produce cGMP. Finally,
translocation of PKCε and/or PKCδ to the membrane occurs and phosphorylates putative target molecules to
internalize Mrp2 from the canalicular membrane surface.
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第 4 節 小括 
 
第２章の結果から、以下の知見が得られた。 
 
1. EA により誘発される酸化ストレスに伴う NO の生成が Mrp2 の内在化のシグナル
伝達の一因となる。 
2. PMA による PKC 分子種の非選択的な活性化により P-gp の内在化が引き起こさ 
れる。 
3. EA により誘発される酸化ストレスにより Ca2+非依存性 PKC が特異的に活性化さ
れ P-gp の局在性には影響を与えず、Mrp2 の選択的な内在化を引き起こす。 
 
以上のことから、肝臓の毛細胆管側膜において EA による肝細胞内 GSH 量の低下に
伴い惹起された急性の酸化ストレスにより、Ca2+非依存性 PKC が特異的に活性化され
P-gp の局在性には影響を与えず、Mrp2 の選択的な内在化を引き起こすことが明らかと
なった。そこで、本研究で対象としているヒトで見られる炎症時の MRP2 内在化がラッ
トと同様に酸化ストレスに起因しているかについて、第３章において検討した。また、
本章において明らかとなった Mrp2 の局在制御に関わる nPKC について、そのリン酸化
標的分子の同定を目的として、第５章において検討した。 
 
第３章 ラット・ヒト肝スライスを用いた LPS 誘発性 MRP2/Mrp2 局在変化に対する
酸化ストレスの関与について 
 
第1節 序 
 
前章における検討から、ラット肝臓が急性の酸化ストレスに曝されると細胞内 GSH
量の低下に伴い Mrp2 選択的に毛細胆管側膜における局在性が低下する内在化が短時間
（数分）で惹起された。また、EA により惹起される Mrp2 の選択的な内在化には NO
の生成や nPKC の活性化シグナル伝達機構が関与することが明らかとなった。 
  酸化ストレスはアルコール性肝炎や C 型肝炎等の慢性の肝疾患時において肝硬変
等の病態の進展に関わる。また胆汁うっ滞時における胆汁酸等の蓄積は肝線維化の要因
となることが近年注目されており、そのため慢性肝炎時の酸化ストレスに伴う胆汁うっ
滞の改善は、肝炎の肝硬変や肝癌への進行を抑制する有効な治療標的の一つとされてい
る。そのため、酸化ストレス時おける MRP2 の局在制御機構を解明することは重要であ
ると考える。既述のように、胆汁うっ滞を伴う PBC 等の慢性肝疾患時には、MRP2 の 
mRNA 発現量の低下を伴わない蛋白発現量の低下が報告されている 5-7。また胆管側膜
上の MRP2 蛋白発現量が大きく低下していることがタイトジャンクション蛋白質であ
り胆管側膜マーカーとなる ZO-1 (zonula occuludens-1) との局在評価により確認されて
いる 20。このことから、慢性肝疾患時の胆汁うっ滞には、 MRP2 の mRNA 発現量変
化に依存しない胆管側膜上 MRP2 の発現量低下に起因した排泄能低下が関与している
ことが示唆されており近年、その局在性の変動が注目されつつある 8, 9, 20, 21。 
LPS はグラム陰性菌エンドトキシンの本体であり、肝細胞やクッパー細胞に発現する
toll like receptor 4 (TLR4) を介して過剰な免疫応答を惹起し、炎症性サイトカインの放
出や活性酸素種の産生を亢進することにより肝障害を引き起こす 22-24。そのため細菌感
染による敗血症の引き金となる原因物質としてよく知られ、基礎研究において炎症性刺
激の惹起に多用されている。また近年、アルコール性肝炎や PBC、自己免疫性肝炎や C
型肝炎など炎症を伴う肝障害の重症化や難治性への LPS の関与が報告されている 25-29。 
これまでにLPSのラットへの投与によりMrp2の基質の胆汁中排泄が低下することが報
告されており、Mrp2 の mRNA 発現量の低下を伴う投与後 12 hr 以降にみられる転写過
程での調節と投与後 3 hr 以内にみられる胆管側膜からの局在変化を伴う転写後調節と
いう２つの異なる機構の関与が知られている 30-32。我々はこの LPS により惹起される
Mrp2 の内在化が抗酸化作用を持つジメルミン酸(dimerumic acid (DMA))が抑制し、LPS
により誘発される Mrp2 内在化においても酸化ストレスが関与することを明らかとした
33。一方で Elferink 等はラットに LPS を投与した 12 hr 以降において見られる Mrp2 の
mRNA 量低下が、ヒト肝臓より調製した肝組織切片(スライス)に対する LPS の 12 時間
暴露によっては見られず、MRP2 の局在性の低下に起因したと考えられる蛋白質分解が
起こるこを報告している 32, 34。しかし、ヒト肝スライスにおいて LPS 誘発性 MRP2 の
内在化に酸化ストレスが関与するかについては明らかとなっていない。 
以上の点を踏まえ、本章においてはラット in vivo で見られた LPS による Mrp2 の内
在化と同様にヒト MRP2 の胆管側膜上発現量低下にも酸化ストレスが関与するかにつ
いて凍結肝組織片を用いてLPSによるヒト MRP2 の胆管側膜上蛋白発現量の低下に対
する DMA による影響を検討した。 
 
第 2 節 結果 
 
3－1 LPS によるラット・ヒト肝組織片の肝組織内 GSH 量低下に対する DMA の影
響  
 
 これまでの検討結果より細胞内 GSH 量の低下が Mrp2 の内在化の起因となることを
明らかとしている。LPS はクッパー細胞に作用することで、ROS を生成することが知
られている。また LPS をラットに投与することで、肝臓の Mrp2 の内在化が惹起され、
抗酸化作用を持つ DMA を併用することで、この Mrp2 の内在化が抑制されることを報
告している 33。そこで、本項においては実験系の妥当性を検証することを目的として
LPS 暴露による細胞内 GSH 量の低下をラット、ヒト肝組織片（Biopredic 社より購入）
を用いて確認した。 
ラット肝臓より調製した凍結肝スライス(200 µm thick)に LPS (100 µg/mL)を 1.5 hr 
暴露することにより、肝組織内 GSH 量はコントロール群の 64.8 ± 3.4% まで低下した
が、 抗酸化作用を持つ DMA の前処置群ではコントロール群と比較して変化は確認さ
れなかった (101.0 ± 7.1%; Table 3-1)。またラットと同様にヒト肝臓より調製された凍結
肝スライス(200 µm thick)に同濃度の LPS を暴露することにより、肝組織内 GSH 量は
コントロール群の 40.1 ± 1.3% まで低下が見られた。その一方で、 DMA の前処置群
ではラットと同様にコントロール群の 75.1 ± 12.1 % まで回復した (Table 3-1)。このこ
とから、LPS により惹起される酸化ストレスに対して DMA による抗酸化作用がラット、
ヒト両動物種の肝スライスを用いた in vitro モデルにおいても確認された。 
 
 
 
Rat (µmol/g liver) Human (µmol/g liver)
Control 4.37 ± 0.61 8.77 ± 0.36
LPS 2.83 ± 0.15* 3.52± 0.12**
LPS+DMA 4.42 ± 0.32## 6.59± 1.06#
Table 3-1 Effect of LPS and DMA on GSH content in rat and human liver slices. Rat and human liver slices
were incubated with DMA (10 µM), 10 min before LPS (100 µg/mL) incubation. At 1.5 hr after LPS incubation,
intrahepatic GSH content was measured. These results are given as the mean ± S.E. of three rat and human
liver slices. *p < 0.05 compared with controls. **p < 0.01 compared with controls. #p < 0.05 compared with LPS
treated group. ##p < 0.01 compared with LPS treated group.
3－2  LPS によるラット・ヒト肝組織片の NO 放出に対する DMA の影響 
 
 前章の検討から、EA による Mrp2 の内在化に酸化ストレスにより生成される NO が
関与することを明らかとしている 35。また前項において、LPS 暴露によっても組織内
GSH 量の低下を確認している。そこで本項ではラット及びヒト肝スライスにおいて
Mrp2/MRP2 内在化のシグナル伝達の一因となる NO の放出に対する LPS 及び DMA の
影響について検討を行った。 
LPS (100 µg/mL 1.5 hr)を暴露したラット及び、ヒト肝スライスの培地中の NO 濃度を
Griess 法により定量した結果、コントロール群と比較してラットにおいては 178.8 ± 
8.7 %の増加が見られ、ヒトにおいても 135.5 ± 5.2 %の増加が確認された (Table 3-2)。
その一方で、 DMA (10 µM) の前処置群ではコントロール群と比較して、ラット、ヒト
両動物種において、LPS による NO の放出は有意に抑制された(ラット:114.8 ± 8.6%; ヒ
ト:109.1± 6.2%; Table 3-2)。これら結果より前章の検討と同様に、LPS により惹起された
酸化ストレスを起因とした NO の放出の亢進が確認された。 
3－3  LPS によるラット・ヒト肝組織片の Mrp2/MRP2 発現量に対する影響 
 
ラットに LPS を投与した in vivo モデルにおいて 12 hr 以降においては、Mrp2 を含め
た多くのトランスポーターの mRNA 発現量の低下が報告されている 36。その一方で、
我々は、LPS 投与後 3 hr においては Mrp2 の mRNA 及び蛋白質発現量の低下を伴わな
い、局在性の低下（内在化）を報告している 33, 37。そこで本項においては、肝スライス
において Mrp2/MRP2 の蛋白質発現量に対する影響について、LPS 暴露後の肝組織より
ホモジネートを調製し、western blotting によりラット及びヒトの Mrp2/MRP2 発現量へ
の影響について検討を行った。 
Rat (nmol/mL) Human (nmol/mL)
Control 2.54 ± 0.08 2.86 ± 0.09
LPS 4.53 ± 0.22** 3.87 ± 0.15*
LPS+DMA 2.97 ± 0.28## 3.12 ± 0.18#
Table 3-2 Effect of LPS and DMA on NO release in rat and human liver slices. Rat and human liver slices
were incubated with DMA (10 µM), 10 min before LPS (100 µg/mL) incubation. At 1.5 hr after LPS incubation,
NO release into medium was measured. These results are given as the mean ± S.E. of three rat and human
liver slices. *p < 0.05 compared with control. **p < 0.01 compared with control. #p < 0.05 compared with LPS
treated group. ##p < 0.01 compared with LPS treated group.
その結果、ラット及びヒト両動物種において LPS の暴露により Mrp2/MRP2 の蛋白質
発現量の減少は確認されなかった(ラット: 90.1 ± 1.9 %; ヒト:113.0 ± 8.2 %; Fig. 3-1)。こ
のことから、LPS 暴露後 1.5 hr においては Mrp2 の転写調節を伴う蛋白質発現量変動が
見られないことが考えられた。 
 
3－4  LPS によるラット・ヒト肝組織片中の Mrp2 内在化及び細胞骨格の変化と、そ
れに対する DMA の影響 
 
 これまでの検討から、ラットにおいて EA 誘発性の Mrp2 の内在化に関与する細胞内
GSH 量の低下と NO の放出がラット、ヒト肝スライスにおいて LPS を暴露することで
惹起されることを確認している。そこで本項においては、ヒト肝スライスにおいてもラ
ットと同様に LPS により惹起される Mrp2/MRP2 の内在化が起こるか検証すると共に、
DMA の影響についても検討を行った。そこで、LPS 及び DMA 処置後の肝スライス(200 
µm)より凍結切片 (5 µm)をクライオスタットにより切り出し、免疫染色により
Mrp2/MRP2 及び細胞骨格 F-actin の毛細胆管近傍の局在性について検討を行った。更に、
LPS 及び DMA の定量的な毛細胆管側膜における局在性への影響について評価するため
に、任意に胆管側膜領域を 20 箇所選び、胆管側膜及びその近傍の蛍光強度を測定した。 
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Fig. 3-1 The effect of DMA and LPS on the Mrp2 expression in rat and human liver. The effect of DMA and
LPS on the Mrp2 expression in rat and human liver tissue homogenates. Rat (A) and human (B) liver slices
pretreated with DMA (10 µM, 10 min before LPS (100 µg/mL) incubation. The density of the band of Mrp2 was
normalized using the band density of β-actin. These results are given as the mean ± S.E. of three rat and
human liver slices.
その結果、ラット肝スライスに対して LPS の暴露により、Mrp2 の胆管側膜上発現量
の低下と胆管側膜から細胞内にかけての局在が確認されたが、細胞骨格の形態的変化は
確認されなかった(Fig. 3-2A)。一方、DMA の前処置により胆管側膜上の Mrp2 発現量は
コントロール群と比較して変化は確認されず、細胞骨格の形態的変化も確認されなかっ
た(Fig. 3-2A)。これらの結果と一致して、胆管側膜上 Mrp2 の蛍光強度は、LPS により
Mrp2 の胆管側膜における蛋白発現量はコントロール群の 87.0 % に低下し、DMA の
前処置群ではコントロール群と差は見られなかった (97.4 %; Fig. 3-2B)。また、F-actin 
の蛍光強度による定量においては、 LPS 単独及び DMA の前処置群とコントロール群
との間に差は確認されなかった (LPS: 94.5 %; DMA: 103.0 %; Fig. 3-2A)。その一方で、
ヒト肝スライスに対して LPS を暴露することによっても、ラットと同様に MRP2 の胆
管側膜上発現量の低下と細胞内の一部分プールされた局在が視覚的に確認されたが、細
胞骨格の形態的変化は確認されなかった(Fig. 3-3A 矢印)。その一方、DMA の前処置群
ではコントロール群と比較して胆管側膜上の MRP2 発現量及び細胞骨格の形態的な違
いは視覚的に確認されなかった(Fig. 3-3A)。これら結果と一致して、胆管側膜上 MRP2 
蛋白質の蛍光強度による定量評価において、コントロール群と比較して MRP2 蛋白は 
72.7 % の発現量低下が確認され、DMA の前処置群では 105.8 % であった(Fig. 3-3B)。 
F-actin の蛍光強度による定量においては、 LPS 単独及び DMA の前処置群とコントロ
ール群との間に差は確認されなかった (LPS: 100.0 %; DMA: 95.0 %; Fig. 3-3B))。これら
の結果はヒトにおいても MRP2 の局在性の低下にラットと同様に酸化ストレスが起因
となることが明らかとなった。 
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Fig. 3-2 The effect of DMA on the altered localization of Mrp2 induced by LPS in rat liver slices. Rat liver
slices fixed with acetone were subjected to immunofluorescence staining with M2III6 (Mrp2) antibody and
rhodamine–phalloidin (F-actin). Confocal microscopy analysis of F-actin (red) and Mrp2 (green) was performed
in the sections treated with LPS for 1.5 hr after the DMA pretreatment. Intracellular Mrp2 staining is
represented by the arrow. Subcellular Mrp2 staining is represented by the circle. Scale bars: 50 µm and 20 µm.
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 Fig. 3-3  The effect of DMA on the altered localization of Mrp2 induced by LPS in human liver slices.  Human liver 
slices fixed with acetone were subjected to immunofluorescence staining with M2III6 (MRP2) antibody and rhodamine–
phalloidin (F-actin).  Confocal microscopy analysis o f F-actin (red) and Mrp2 (green) was performed in the sections 
treated with LPS for 1.5 hr after DMA pretreatment.  Intracellular Mrp2 staining is represented by the arrow.  Scale 
bars: 50 µm and 20 µm.
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第3節 考察 
 
本章では、ラット in vivo で確認されたように、ラット及びヒト肝組織においても LPS 
の短時間暴露により、炎症マーカーであり Mrp2 内在化のシグナル伝達因子の一つで
もある NO 放出の増加と肝組織内 GSH 量の低下が確認され、凍結肝組織片において
も既報の未凍結の肝組織片と同様に LPS による肝炎モデルの作製が可能であること
が確認された (Table 3-1, 3-2)。このモデルに対して DMA の前処置はラット及びヒトの
両肝組織において LPS により誘発される NO の放出と肝組織内 GSH 量の低下に対し
て抑制することが確認された(Table 3-1, 3-2)。このことから、LPS の短時間暴露はラッ
トだけでなくヒトの肝組織においても酸化ストレスに由来した炎症を引き起こすこと
が明らかとなった。 
これまでに、Elferink 等により未凍結ヒト肝組織における胆管側膜上 MRP2 は LPS 
暴露によって低下が見られ、ラットで観察されたように細胞内にプールされた MRP2 
は確認されていない 34。この原因として、Elferink 等はヒトの MRP2 は胆管側膜上の
局在が低下する時には細胞内にプールされずに直接、蛋白分解系であるプロテアソーム
やライソソームに移行することで分解が亢進された可能性があるとしている。本研究に
おいては、このヒト特異的な MRP2 の分解が起きているかについてヒト及びラット
MRP2/Mrp2 の蛋白質発現量について検討を行った結果、LPS 処置によってもコントロ
ール群に対して変化が見られなかった (Fig. 3-1)。これに加え、LPS の暴露によりヒト 
MRP2 の細胞内にプールされたと思われる染色像を確認することができた (Fig. 3-3 矢
印)。一方、この Mrp2/MRP2 の胆管側膜上局在低下に対して、 DMA の前処置により
胆管側膜上の発現量の回復と共に細胞内にプールされたと考えられる MRP2 の染色像
の減少が確認された。更に、LPS1.5 hr 暴露により MRP2/Mrp2 の総発現量には変化が見
られていないことから、ヒトの肝組織における MRP2 の胆管側膜上発現量の低下もラ
ット in vivo 及び組織片を用いた in vitro で確認されているように蛋白質分解亢進では
なく、内在化が寄与していることが推察された。 
毛細胆管側膜近傍におけるF-actin等の細胞骨格の変化は胆汁うっ滞時に見られる特
徴の一つであるとされている38。前述のようにF-actinの脱重合を阻害するPhalloidinによ
り毛細胆管側膜近傍の細胞骨格の崩壊によるものと考えられるMrp2と P-gpの内在化が
確認されている19。しかしながら、本章における検討においては炎症時に併発する胆汁
うっ滞のモデル化合物であるLPSにより惹起されるMrp2/MRP2の内在化時において、
F-actinの胆管側膜近傍における蛍光強度の減少は認められなかった (Fig. 3-2, 3-3)。これ
と同様に、EAやt-BHPにより惹起される急性酸化ストレスモデルにおいても、同様に
ZO-1やDPPIVといった胆管側膜に発現する膜蛋白質に対してはその局在性に変化はら
れていない9。また本章における検討において前章で酸化ストレスにより起因するMrp2
の内在化のシグナル伝達因子の一つとして同定したNOの放出がLPSの処置により亢進
することをラット、ヒト両動物種において確認している。これらのことは、LPSによっ
て惹起されるヒト及びラット肝スライスの毛細胆管側膜のMRP2/Mrp2の内在化には、前
章における検討と同様に、PKC活性化へと続くシグナル伝達因子がヒトにおいても
MRP2の制御因子となることが推定される。 
  
 
第 4 節 小括 
 
第３章の結果から、以下の知見が得られた。 
 
1. ラット及びヒト凍結肝組織片を用いた検討においても LPS 短時間処置により肝
組織の GSH 量低下を伴った炎症が惹起される。 
2. LPS による酸化ストレスを伴った炎症に対して DMA が抑制効果を示したこと
から、 LPS 短時間暴露によるヒト肝炎モデルにおいても炎症の誘発に酸化スト
レスが関与している。 
3. LPS によるヒト肝組織の胆管側膜上における MRP2 局在性の低下は、ラット同
様に内在化により引き起こされることが示唆され、これに対して DMA の前処置
が MRP2 の胆管側膜上発現量を保持したことから、この胆管側膜上 MRP2 の発
現量低下にも酸化ストレスが関与している。 
 
以上のことから、 LPS によるヒト肝組織片における炎症時の MRP2 の内在化にお
いても、酸化ストレスによる GSH 量の低下が関与していることが明らかとなった。ま
た、持続的な酸化ストレス状態に曝されているヒトの慢性肝疾患時の胆管側膜上 MRP2 
発現量低下を伴った胆汁うっ滞においても、ラットと同様に酸化ストレスが起因となっ
ており、抗酸化剤により改善されうることが示された。酸化ストレスにより内在化した
Mrp2/MRP2 が胆管側膜に再局在化するかについて検討を行うことは、慢性肝炎時に併
発する胆汁うっ滞の治療を行う上で、重要な情報となることが考えられる。そこで、ラ
ットにおける酸化ストレス時に内在化した Mrp2 が細胞内レドックスの回復により可逆
的に毛細胆管側膜へと再局在するかについて、第４章において検討した。また、慢性肝
炎時にヒトにおいてみられる MRP2 の局在性の低下を起因とすると考えられる蛋白質
分解の亢進について、第６章において検討した。 
第４章 細胞内レドックス状態の変化に伴う Mrp2 の肝細胞内局在制御機構の解明 
 
第1節 序 
 
前章において、LPSによって惹起されるヒト及びラット肝スライスの毛細胆管側膜の
MRP2/Mrp2の内在化に、第２章における結果と同様に、NOの放出の関与が示唆されPKC
活性化へと続くシグナル伝達因子がヒトにおいてもMRP2の制御因子となることが考え
られた。このことから、酸化ストレスを伴う慢性肝疾患時におけるMRP2の局在性の低
下を伴う胆汁うっ滞の関わる機序に、ラットにおける酸化ストレス時におけるMrp2局
在制御機構に関わるシグナル伝達因子の関与が考えられる。 
酸化ストレスにより内在化したMrp2/MRP2が胆管側膜に再局在化するかについて検
討を行うこと及びその機序を解析することは、慢性肝炎時に併発する胆汁うっ滞の新規
治療標的となる可能性があることから重要であると考える。これまでにラット肝臓に高
浸透圧条件下やE217Gを灌流することにより内在化したMrp2が、その後利胆作用を持つ
タウロウルソデオキシコール酸(tauroursodeoxycholic acid (TUDCA))を引き続き灌流する
ことで胆管側膜に再局在化することが示されている1639。また、第２章の検討において
Mrp2の局在が細胞内GSH量と良好な相関を示し、酸化ストレス時のMrp2の内在化によ
り細胞内のGSH量の減少を抑制することで細胞を保護するためのフィードバック機構
を担っている可能性が示唆されている。これら研究背景を基にして、本研究においては
、急性の酸化ストレスにより低下した細胞内GSH量の回復時においては、フィードバッ
ク機構が解除されることで内在化していたMrp2の局在が胆管側膜へと再局在化すると
いう新たな仮説を立てた。 
そこで本章においては、細胞内レドックスの回復時にMrp2の局在が胆管側膜に再局
在化されることを示すと共に、第２章の検討に引き続き、このMrp2の再局在化に関わ
るリン酸化酵素群の活性化の関与等についてもIRHCsを用いた詳細な検討を行った。 
本仮説の検証にあたり、酸化ストレスの直節的な影響を見ることができ、Mrp2の内在
化がラットにおいて報告されている脂質過酸化物であるt-BHPを用いて、細胞内GSH量
の低下を伴ったMrp2の内在化を惹起させた後に、細胞膜を透過し細胞内でGSHに変換
されるGSH mono-ethylester (GSH-EE)を用い、細胞内GSH量を回復させることで細胞内
レドックス状態を短時間に可逆的に変化させた実験モデルを構築し、MRP2の局在につ
いてラットin situ肝灌流系において検証することを試みた。更に、細胞内GSH量の回復
時におけるMrp2再局在化に関わる機構について、第２章において構築したIRCHsでの
Mrp2局在評価スクリーニング系を用いて、細胞内レドックス回復時におけるMrp2の可
逆的な制御機構の分子基盤の解明を試みた。 
第 2 節 結果 
 
4－1  t-BHP 及び GSH-EE 肝灌流時における肝臓内 GSH 量と胆汁流速への影響 
 
脂質過酸化物である t-BHP はその肝灌流により非常に効率良く肝臓に取り込まれ、
肝細胞内の glutathione peroxidase により酸化型 GSH である GSSG を生成することが知
られている 40, 41。その一方で GSH は水溶性が極めて高いため受動拡散をほとんど受け
ない。本章においては細胞内 GSH 量の可逆的な変動による Mrp2 の局在への影響を検
討するためには、分オーダーで低下した GSH 量を回復させる必要がある。そのため、
肝細胞に受動拡散により取り込まれ細胞内のエステラーゼにより GSH となることが
知られている GSH-EE を用いた。本項において t-BHP (500 µM)を 30 min 灌流後、肝臓
中の GSH 量を測定した結果、肝臓内 GSH 量はコントロール群の 44％に減少した(Fig. 
4-1A)。また総胆管にカニューレーションを施し、胆汁を経時的にサンプリングするこ
とで測定した胆汁流速は、Shimitt 等の報告 9と同様に、コントロール群の 57.2 ± 11.2%
に減少が確認された(Fig. 4-1B)。更に t-BHP 灌流後、GSH-EE (3 mM) 60 min の灌流を
行うことにより肝臓内 GSH 量はコントロール群レベルまで回復し、胆汁流速について
も GSH-EE 灌流開始後 30 min でコントロール群レベルまでの回復が見られた(91.1 ± 
4.6%; Fig. 4-1B)。その一方、t-BHP 灌流後にコントロール灌流液(KHB buffer) 60 min 灌
流によっては、t-BHP により低下した GSH 量及び胆汁流速(41.1 ± 7.0%)に対して変化
は見られなかった。これらのことから、GSH-EE による細胞内 GSH 量の回復に伴い胆
汁流速の回復が見られ、内在化により排泄機能が低下した Mrp2 の機能が GSH-EE 灌
流により回復したことが推察された。 
 4－2 細胞内レドックス変化による Mrp2 局在変化の可逆性に関する検討 
 
前項における検討から、肝臓内 GSH 量の変動に伴い胆汁流速の変動が可逆的に起こ
る事が明らかとなった。そこで、本項においてはこの胆汁流速の変動が Mrp2 の局在性
の変動によるものであるかを検証する目的で、t-BHP と GSH-EE 灌流後の肝臓より調製
した膜画分において MRP2 発現量を western blotting により定量した。 その結果、t-BHP 
30 min 灌流によりコントロール群の約 50%にまで有意に低下した (Fig. 4-2)。さらに細
胞内 GSH 量と同様に t-BHP 灌流後に 60 min GSH-EE を灌流することで、MRP2 の膜発
現量はコントロール群レベルにまで有意な回復が見られた (Fig. 4-2)。その一方で、分
画前のホモジネート中における MRP2 蛋白質発現量(A)及び mRNA 発現量(B)は、いず
れの処理によっても影響を受けなかった (Fig. 4-3)。このことから、この MRP2 の膜発
現量の増減は、de novo 合成系の変動、或いは分解系の亢進などによる蛋白質発現変動
を伴わずに、細胞質への内在化した Mrp2 が、細胞内レドックスの回復に伴い、可逆的
に胆管側膜へと再局在化することが考えられる。 以上のことから細胞内 GSH 量と
MRP2 の膜発現量には、良い相関性が見られ、細胞内レドックス変化に伴い、MRP2 の
局在が可逆的に制御されていることが示された。 
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Fig. 4-1 Effect of GSH-EE liver perfusion on decrease of intrahepatic GSH content and bile flowinduced by t-
BHP perfusion. The rat liver was pre-perfused with or without t-BHP (500 µM) for 30 min, and then
subsequently perfused with or without GSH-EE (3 mM) for 60 min. GSH content (A) and bile flow (B) were
measured at indicated time points after the start of t-BHP perfusion. Results are given as the mean ± S.E. of
three independent liver perfusions. **p<0.01 compared with control. #p<0.05 and ##p<0.01 compared with t-
BHP perfusion.
  
 
 
 
Fig. 4-3 Effect of t-BHP and GSH-EE on the Mrp2 protein (A) and mRNA (B) expression in the perfused liver.
(A) 35 µg protein of perfused liver homogenate was applied and detected with anti-Mrp2 antibody. Band
densities of Mrp2 are shown below. The values are expressed as the percentage of control at 30 min. (B) Mrp2
mRNA level of perfused liver was measured by the real-time RT-RCR. Mrp2 mRNA level was normalized by the
β-actin mRNA level. Results are given as the mean ± S.E. of three independent liver perfusions.
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Fig. 4-2 Protective effect of GSH-EE liver perfusion on the decrease of membrane associated Mrp2 induced by
t-BHP perfusion. Immunoblot analysis of Mrp2 was performed in 5 µg protein CrM fraction was prepared from
perfused rat livers. Densitometry analysis of the immunoreactive bands was shown below. The values are
expressed as the percentage of control at 30 min. Results are given as the mean ± S.E. of three independent
liver perfusions. **p<0.01 compared with control. ##p<0.01 and ###p<0.005 compared with t-BHP perfusion.
4－3 細胞内レドックス変化に伴う Mrp2 の可逆的な局在制御に関わる PKC 活性化の
与の検討 
 
前項において、細胞内レドックス変化に応じて Mrp2 の局在性が可逆的に制御を受け
ていることが明らかとなった。そこで本項においては、第２章において構築した Mrp2
の局在評価スクリーニング系にて、可逆的な局在制御における PKC 活性化の関与につ
いて検討した。そこでまず、IRHCs を用いて in situ 肝灌流により明らかとなった細胞
内レドックス変化に伴う Mrp2 の可逆的な局在変化を再現できるかについて、t-BHP 
(100 µM)及び GSH-EE (3 mM)を Fig. 4-4A に示すタイムコースにより暴露を行い、暴露
後の IRCHs について細胞内 GSH 量及び Mrp2-index に対する影響について評価を行っ
た。その結果、t-BHP (100 µM) 暴露により細胞内 GSH 量はコントロール群レベルの約
半分に低下し、GSH-EE (3 mM)の 30 min 暴露により低下した GSH 量はコントロール群
レベルにまで回復が見られた(Fig. 4-4B)。 また、t-BHP (100 µM)暴露による Mrp2-index
の低下及び、GSH-EE による Mrp2-index の回復が確認され、in situ 肝灌流系でみられ
た細胞内レドックスの変動に伴う可逆的な Mrp2 の局在変化を第２章と同様に in vitro
において再現できることが確認された (Fig. 4-4)。 
そこで、t-BHP により惹起される Mrp2 の内在化に EA と同様に PKC が関与するか
について検討を行った結果、Gö6850 の前処置により EA による Mrp2-index の低下に対
する影響 (Table 2-1)と同様に t-BHPによるMrp2-indexの低下 (3.8 ± 1.7 %) )に対して抑
制効果を示した(9.7 ± 0.9 %; Fig. 4-5A)。このことから、t-BHP による急性酸化ストレス
時の Mrp2 の内在化にも EA と同様に PKC の関与が示された。そこで、次に酸化スト
レスにより活性化を受けた PKC 分子種について、細胞内レドックスの回復時における
活性化の程度を、第２章と同様に各 PKC 分子種の膜領域への局在化を PKC 活性化の
指標として t-BHP 及び GSH-EE 暴露後の IRHCs より粗膜画分を調製し、western blotting
により評価した。その結果、t-BHP の暴露により検討に用いた全ての PKC 分子種の膜
発現量の増加が見られた(Fig. 4-5B,C)。その一方で、GSH-EE による細胞内レドックス
の回復時においては、t-BHP により活性化された Ca2+依存性 PKC 分子種の PKCαは基
底状態へと有意に不活性化され、Ca2+非依存性 PKC 分子種(PKCε, PKCδ)についても基
底状態への不活性化傾向が見られた(Fig. 4-5B,C)。これらの結果は細胞内レドックスの
変化に応じて、PKC 分子種の活性化も変動することが示され、細胞内 GSH 量の回復時
におけるMrp2の再局在化に PKC分子種の不活性化が関与していることが考えられた。 
 
 
 (A)
Fig. 4-5 Effect of Gö6850 on Mrp2-index in IRHCs, which were induced by t-BHP and/or GSH-EE(A).
IRHCs were pretreated with/without Gö6850 for 30 min, and the cells were subsequently treated with t-BHP
and GSH-EE.
Effect of t-BHP and GSH-EE treatment on the distribution of PKC isoforms in IRHCs (B). IRHCs were
treated as shown in Fig. 4-4A. Representative immunoblot analyses using PKCα, PKCδ and PKCε specific
antibodies are shown (C). Band densities shown in (B) were quantified (C). The values are expressed as the
percentage of respective controls. Results are shown as the mean ± S.D. for four independent IRHCs isolations.
*p<0.05, **p<0.01 compared with control. #p<0.05, ##p<0.01 compared with t-BHP exposure.
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Fig. 4-4 Effect of t-BHP and GSH-EE treatment on the intracllular GSH content and Mrp2 index in IRHCs.
IRHCs were treated without or with t-BHP (100 mM) for 10 min, and then treated with or without GSH-EE (3
mM) for 30 min as shown in (A). Mrp2 index was assessed as the ratio of Mrp2 positive canalicular per cell (B).
Intracellular GSH content was measured by the post labelled o-phthalaldehyde HPLC analysis (C). Results are
given as the mean ± S.E. of three independent cell preparations. **p<0.01 ***p<0.005 compared with control.
##p<0.01, ###p<0.005 compared with t-BHP.
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4－4 細胞内レドックス変化に伴う Mrp2 の可逆的な局在制御に関わる PKA、微小管
の関与について 
 
これまでに cAMP の細胞透過型アナログである dibutyryl-cAMP (Db-cAMP)を肝灌流
したラットにおいて胆汁流速が上昇させることが報告されている 42。また IRHCs にお
いても Mrp2 の毛細胆管側膜への局在性を上昇することが報告されている 43。更に、
Db-cAMP による Mrp2 の膜局在性の上昇が微小管の主要な構成因子であるチューブリ
ンに結合して重合を阻害する colchicine により阻害され、Mrp2 の局在性の上昇に微小
管が関与していることが報告されている 43。cAMP は細胞内で PKA を活性化させるセ
カンドメッセンジャーとしての働きを持つため、細胞内レドックス回復時における
Mrp2 の再局在化過程においても cAMP-PKA シグナル伝達経路が関与していることが
推定される。しかし、内在化した Mrp2 の胆管側膜への再局在化に Db-cAMP と同様の
制御機構が存在しているかについては不明である。そこで、本項においては IRCHs に
おける細胞内レドックス変化時における細胞内 cAMP 濃度を前項の検討と同様に、暴
露後の細胞可溶性画分を用いて ELISA 測定キット(GE healthcare 社)により測定した。
その結果、細胞内 cAMP 濃度は細胞内 GSH 量の変動と良好な相関性を示し、t-BHP 暴
露 10min においては cAMP 濃度はコントロール群の 47.2 ±15.2 %に低下し、その後の
GSH-EE 暴露によりコントロール群の 185.4 ± 45.2 %まで上昇した(Fig. 4-6A)。このこ
とから細胞内 cAMP濃度の上昇を受けてPKAが活性化を受けていることが推察される。
そこで PKA の活性化状態が細胞内レドックス変化に伴う Mrp2-index の変化に与える
影響について検討した結果、PKA 阻害剤の前処置によっては t-BHP による Mrp2-index
の低下に対して抑制効果は見られないものの、GSH-EE による Mrp2-index の回復に対
して、有意な抑制効果が確認された(Fig. 4-6B)。このことから、細胞内 GSH 量の回復
時における Mrp2 の再局在化においても Db-cAMP で見られる cAMP-PKA シグナル伝
達が関与することが明らかとなった。そこで次に、この Mrp2 の再局在化過程において、
微小管に依存したベシクル輸送が関与しているかについて検討を追加した。その結果、
PKA 阻害剤の前処理と同様に colchicine (60 nM)の前処置により t-BHP による
Mrp2-index の低下に対して抑制効果は見られないものの、GSH-EE による Mrp2-index
の回復に対して、有意な抑制効果が確認された(Fig. 4-7A)。 その一方で colchicine の不
活性アナログである lumicolchicine においては細胞内 GSH 量の変動に伴う Mrp2-index
の変動に対して影響が見られなかった(Fig. 4-7A)。また、colchicine 及び lumicolchicine
の微小管への阻害作用をα-tublin の 免疫染色により確認した結果、colchicine において
のみα-tublin の消失が確認された。また t-BHP によってはα-tublin の蛍光強度に対して
影響は見られなかった(Fig. 4-7B)。これらの結果より、細胞内 GSH 量の回復時におけ
る Mrp2 の再局在化において cAMP-PKA シグナル伝達が微小管に依存したベシクル輸
送を上昇させることで Mrp2 の胆管側膜への再局在化を促進していることが明らかと
なった。  
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Fig. 4-6 Role of PKA in the recycling process of Mrp2. Effect of t-BHP and GSH-EE treatment on the
intracellular cAMP concentration in IRHCs (A). IRHCs were treated as shown in Fig. 4-4A. Intracellular
cAMP concentration was measured by the EIA system after the solubule cytosolic fractions were obtained from
the cells treated with indicated time points at 10 and 40 min. Effect of PKA inhibitor on the decrease and
recovery process of Mrp2-index induced by the change of intracellular redox status in IRHCs (B). Cells were
treated with or without PKA inhibitor (200 nM) for 30 min, subsequently treated as shown in Fig. 4-4A.
Finally, Mrp2-index was assessed as the ratio of Mrp2 positive canalicular per cell. Results are given as the
mean ± S.E.of three independent cell preparations. **p<0.01, ***p<0.005 compared with control. #p<0.05,
##p<0.01, ###p<0.005 compared with t-BHP exposure.
Fig. 4-7 Effect of colchicine on the decrease and recovery process of Mrp2 index induced by the change of
intracellular redox status in IRHCs. Cells were treated without (control) or with colchicine (100 nM) and its
inactive analogue, lumicolchicine (100 nM), for 2 hr, then treated as shown in Fig. 4-4A. Finally, cells were
fixed and stained for Mrp2. Mrp2-index was assessed as the ratio of Mrp2 positive canalicular per cell (A).
Results are given as the mean ± S.E of three independent cell preparations. **p<0.01 ***p<0.005 compared
with control. ##p<0.01, ###p<0.005 compared with t-BHP exposure. Cells were treated with colchicine (100 nM),
lumicolchicine (100 nM) or vehicle for 2 hr, then added with t-BHP for 10 min. Cells were fixed and stained
with anti-α-tubulin antibody as described in the Method (B). Bars=10 um.
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第2節 考察 
 
本章においては、これまでの背景より急性酸化ストレスにより低下した細胞内 GSH
量の回復時においては、フィードバック機構が解除されることで内在化していた Mrp2
の局在が胆管側膜へと再局在化するという仮説を立て検証を行った。その結果、in situ
肝灌流系において、t-BHP 30 min 灌流により膜画分における Mrp2 発現量は低下し、そ
の後 GSH-EE を灌流することで、MRP2 の膜発現量は回復した(Fig. 4.2)。またこの時、
Mrp2 の総蛋白質発現量及び mRNA 発現量にも変化が見られなかったことから(Fig. 4-3)、
MRP2 の膜発現量の増減は細胞質への内在化した Mrp2 が、細胞内レドックスの回復に
伴い、可逆的に胆管側膜へと再局在化するためであることが示された。本検討により得
られた結果より、Mrp2 の胆管側膜における局在性が細胞内 GSH 量の変動により厳密に
制御を受けていることを示し、酸化ストレス時の Mrp2 の内在化が細胞内 GSH 量の低
下から細胞を守るための生体防御反応である可能性を強く支持するものであると考え
る。 
これまでにDb-cAMPや利胆薬であるTUDCA及び茵陳蒿湯に含有されるサンシンの
主要な生理活性成分であるゲニピンは Mrp2 の局在性を上昇させることが報告されて
いる。またこれら利胆作用は colchicine の併用により消失されることから、これら Mrp2
の局在性上昇に伴う利胆作用発現に微小管に依存したベシクル輸送の関与が推察され
ている 43。 本章における検討においても、細胞内 GSH 量の回復時における Mrp2 の局
在性の回復過程において、Db-cAMP や TUDCA と同様に微小管依存的なベシクル輸送
の関与が示唆された。 その一方で酸化ストレスにおける Mrp2 の内在化過程において
は微小管非依存的なベシクル輸送が関与することが推定される。これらのことから、
細胞内レドックス変化に伴う Mrp2 の内在化過程と再局在化過程は、それぞれ異なる
Mrp2 を含むベシクル輸送機構が存在することが考えられた (Fig. 4-8)。細胞内におけ
る微小管に沿ったベシクル輸送に関わるモーター蛋白質であるkinesinはATPの加水分
解エネルギーを利用して方向性を持ったベシクル輸送に関わることが知られている。
更に、kinesin を含むモーター蛋白質群(kinesin2, myosin5, dynein)とベシクル輸送複合体
との結合が cAMP 依存的に活性化を受ける可溶性 PKA(PKA R2α)分子種により制御を
受けることが報告されている 44, 45。本章の検討においても、細胞内 GSH 量の回復時に
おける Mrp2 の再局在化の過程において、細胞内 cAMP 量の上昇に伴い活性化される
と考えられる PKA が微小管に依存した Mrp2 の再局在化過程に関与することが、明ら
かとなった。その一方で、Db-cAMP による微小管依存的な Mrp2 の局在性上昇におけ
る PKA の関与については Roma 等の検討では否定的な結果が得られている 46。本研究
において、細胞内 GSH 量の変化と良好な相関が見られた cAMP 濃度の変化が実際に
PKA の活性化に関与しているかについては検討を行っていないものの、細胞内 GSH
量の回復時においては、Mrp2 内在化に関わる PKC 分子種の活性化は基底状態へと不
活性化され、PKA 阻害剤により Mrp2 再局在化過程においてのみ阻害効果が見られて
いることから、細胞内レドックス変化に応じた PKC と PKA の活性化バランスの変化
が Mrp2 の局在性を可逆的に制御していることが考えられる (Fig. 4-8)。 
今回の結果との Roma 等が報告している PKA 非依存的な Mrp2 の局在性の上昇に関
する矛盾点については、細胞内 GSH 量の低下により内在化した Mrp2 の局在に対する
Db-cAMP の影響を評価することで、Db-cAMP による局在性上昇機構との共通性につ
いて明らかとすることが出来ると考えられ、今後更なる検討が必要であると考える。  
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Fig. 4-8  Proposed mechanism of the reversible localization of Mrp2 accompanied by the intracellular 
redox status. 
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第 4 節 小括 
 
第４章の結果から、以下の知見が得られた。 
 
1. t-BHP による急性の酸化ストレス時に内在化した Mrp2 の局在は細胞内 GSH の回
復に伴い、胆管側膜へと再局在化する。 
2. EA による急性酸化ストレスと同様に t-BHP においても Mrp2 の内在化に PKC の
活性化が関与する。 
3. 細胞内 GSH 量の回復により、酸化ストレス時に活性化された PKC 分子種の一部
が不活性化される一方で cAMP の細胞内濃度が上昇し、PKA が活性化されること
が示唆された。 
4. 細胞内 GSH 量の回復時に見られる Mrp2 の再局在化過程において、PKA の活性化
及び微小管が関与する。 
 
今回の結果より、in situ 及び in vitro の系で細胞内 GSH 量の変動に伴って Mrp2,の
局在が可逆的に制御されていることが示された。また Mrp2 の内在化過程には微小管
は関与しないものの、GSH の回復に伴った、胆管側膜への再局在化には微小管および
PKA 依存的に起きていることが示された。これらのことは、肝臓の酸化ストレス状態
の変化に伴い、PKC 及び PKA の活性化のバランスを変化させ Mrp2 の局在がそれぞれ
独立した機構により可逆的に制御されていることが示唆される。 
第５章 細胞内レドックス変化に伴う Mrp2 の可逆的な局在制御に関わる radixin のリ
ン酸化状態の関与の検討 
 
第 1 節 序 
 
前章までの検討において、EA 及び t-BHP により惹起された細胞内 GSH 量の低下時に
起きる Mrp2 の内在化に PKC の活性化が関与していることが明らかとなった。また、
LPSを含め t-BHPやEAによる急性の酸化ストレス時に誘発されるMrp2内在化は、Mrp2
と同様に胆管側膜に発現する P-gp や DPPIV9, 15の局在性には影響を与えず、同様に胆管
側膜近傍に局在する細胞骨格 F-actin の構造的な変化も見られなかったことから、Mrp2
に選択的であることが考えられた 8, 33, 35, 47。 更に t-BHP により惹起された Mrp2 の内在
化に対して GSH-EE による細胞内 GSH 量の回復に伴い、胆管側膜における Mrp2 の局
在性が cAMP-PKA シグナル伝達を介して回復することを前章において明らかとし、肝
臓の酸化ストレス状態の変化に伴い、PKC 及び PKA の活性化のバランスを変化させ
Mrp2 の局在がそれぞれ独立した機構により可逆的に制御されていることを示した (Fig. 
4-8)。しかし、Mrp2 の可逆的な局在変化に関わる PKC 及び PKA のリン酸化標的分子に
関しては明らかとなっていない。  
ERM 蛋白質は細胞骨格と細胞膜蛋白質のクロスリンカーであり、パートナーとなる
蛋白質の局在・機能制御に、また細胞骨格の構造に影響することで細胞の機能・形態の
制御に関与していると考えられている 48。ERM 蛋白質は臓器ごとに発現プロファイル
が著しく異なり、肝臓においては radixin が優位に発現している。近年、Kikuchi らの報
告により、radixin を欠損させた Rdx -/- mice において、肝臓の microvilli の構造変化とと
もに Mrp2 の毛細胆管側膜での発現が消失し、内在化と類似した現象が観察されること
が示された 49。一方でP-gpやDPPIVの胆管側膜発現については顕著な変化が見られず、
radixin ノックアウトによる影響は Mrp2 選択的であることが示唆されている。同時に
Kikuchi 等は、Mrp2 の細胞内ドメインである C 末端と radixin の N 末端が直接結合し得
ることを in vitro で明らかにしている 49。これらのことから、第２章において見られた
EA の処置による nPKC 依存的な Mrp2 の選択的な内在化に関しても、radixin との相互
作用が関与しているのではないかと仮説を立てた。ERM 蛋白質は、細胞内において活
性化体と不活性化体の 2 つのコンフォメーションをとる (Scheme 5-1)。不活性化体は膜
蛋白質との結合領域である N 末端と、アクチンとの結合に関与する C 末端が分子内ま
たは分子間で結合し、両末端がマスクされた構造をとる 50, 51。一方活性化体は両末端が
解離した構造をとり、膜蛋白質と細胞骨格のクロスリンカーとしての機能を担うと考え
られている 52。現在 ERM 蛋白質の活性化の指標の一つとして、C 末端領域にある特定
のスレオニン残基のリン酸化が考えられており、radixin においては 564 番目のアミノ酸
であるスレオニン残基 (Thr564) のリン酸化が活性化体の指標として知られている 52, 53。 
また、PBC 時の肝臓においても MRP2 の局在変化とともに radixin の胆管側膜からの局
在変化も報告されている 5。更に当研究室において LPS の投与後 3hr 後のラット肝臓に
おいて、radixin(Thr564)のリン酸化が減少し、Mrp2 との蛋白質間相互作用が減弱するこ
とが LPS 誘発性 Mrp2 内在化に関わっていることを明らかとしている 54。しかし、
radixin(Thr564)のリン酸化が細胞内レドックス依存して活性化される PKC, PKA のリン
酸化標的となるかについては不明である。 
そこで本章においては、細胞内レドックス変化に伴う PKC、PKA 依存的な Mrp2 の
可逆的な局在変化に関わる因子として、radixin の局在とそのリン酸化状態及び、Mrp２
との蛋白質間相互作用について検討を行った。 
 
 
Scheme 5-1  A model for the activation and function of radixin.
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第 2 節 結果 
 
5－1  t-BHP 及び GSH-EE 肝灌流時の胆管側膜における Mrp2 と p-radixin の局在性
に対する影響 
 
これまでに、ラットに LPS 投与後 3hr の肝臓において、Mrp2 と radxin の胆管側膜に
おける局在性の低下を報告している 54。そこで本項においては前章 4-1 項において行っ
た t-BHP 及び GSH-EE の灌流後の肝臓よりクリオスタットを用いて凍結切片を作製し、
Mrp2 及び大阪大学月田教授より供与された radixin(Thr564)がリン酸化された活性化型
(p-radixin)に対する特異的抗体を用いた免疫染色により Mrp2 と p-radixin の局在性につ
いて検討を行った。その結果、コントロールの肝臓においては毛細胆管側膜における
Mrp2 と p-radixin の共局在が見られた (Fig. 5-1A)。その一方、t-BHP による酸化ストレ
ス時においては、PBC 時の肝臓と同様に胆管側膜における Mrp2 と p-radixin の局在性の
低下が見られた (Fig. 5-1B)。 更に、これら Mrp2 と p-radixin の局在性の低下に対して、
GSH-EE を灌流することで酸化ストレス状態から回復させることにより胆管側膜にお
ける Mrp2 と p-radixin の共局在性も回復が見られた (Fig. 5-1D)。これらのことから、細
胞内レドックス状態の変化に伴い、胆管側膜における C 末端近傍のリン酸化を受けた
活性化型の radixinの局在性がMrp2と同様に可逆的に制御を受けていることが示された。 
Control
t-BHP 500 µM
GSH-EE 3 mM
Control
Green: Mrp2 
Red: p-radixin
Fig. 5-1 Effect of GSH-EE perfusion on the decreased canalicular Mrp2 and p-radixin localization in
perfused rat livers. Rat liver perfusions were ended at the indicated time point and sampled before the
preparation of frozen sections. Immunofluorescence analysis (confocal laser-scanning microscopy) of the
perfused rat liver was performed. Frozen sections (6 µm in thickness) of acetone-fixed tissue were
stained with anti-Mrp2 (green) and p-radixin (red) antibodies and examined using a confocal laser-
scanning microscope. The decreased Mrp2 and p-radixin expression in canalicular domain induced by
the 500 µM t-BHP for 30 min was restored to the canalicular domain by the subsequent perfusion with 3
mM GSH-EE for 60 min. Scale bar, 50 µm.
(A) (B)
(C) (D)
5－2 t-BHP 及び GSH-EE 暴露による radixin(Thr564)のリン酸化状態に対する影響 
 
 前項の検討から、活性化型の p-radixin の局在が細胞内レドックス状態の変動に伴い、
Mrp2 と同様に可逆的に制御を受けることが明らかとなった (Fig. 5-1)。 また radixin を
含めた ERM 蛋白質はその C 末端近傍(Ezrin: Thr567, radixin: Thr564, Moesin: Thr558)のリ
ン酸化状態の変動によりアンカーとしての機能を持たない不活性型の ERM 蛋白質は膜
近傍における局在性が低下することが知られている 55。また、これまでに当研究室にお
いて Ezrinの Thr567 リン酸化が Ca2+依存性 cPKCの特異的な活性化により脱リン酸化を
受け不活性化されることを報告している 56。これら研究背景から、本項においては、細
胞内レドックス状態の変動による radixinのリン酸化状態の変化について検討を行った。
更に、このリン酸化状態の変動が細胞内レドックス変化に応じた PKC/PKA の活性化に
起因するかについて、それぞれの阻害剤を用いた検討を行った。 
そこで始めに t-BHP 及び GSH-EE を暴露した肝細胞において、活性化型、不活性化型
を含めた radixin の発現量を radixin 抗体にて western blotting により定量を行った結果、
その発現量にはいずれの処置においても変化は見られなかった(Fig. 5-2)。その一方で、
活性化型 p-radixin 量は t-BHP による酸化ストレス時においてはコントロール群と比較
して有意に減少し (75.3 ± 8.8%)、細胞内レッドクスの回復時においてはその発現量もコ
ントロールレベルまでの回復が見られた (103.3 ± 12.3%; Fig. 5-2B)。また、PKC 阻害剤
である Gö6850 の前処置を行った結果、t-BHP による酸化ストレス時に低下する活性化
型 p-radixin の発現量の減少が抑制された (121.1 ± 11.5%; Fig. 5-2B)。更に、PKA 阻害剤
の前処理時することでは、t-BHP 処置による p-radxin の低下には影響はないものの、細
胞内レドックス回復時にみられる p-radixin 量の回復に対して抑制効果を示した(43.9 ± 
9.0%; Fig. 5-2B)。これらの結果より、細胞内レドックスの変化に伴い radixin の C 末端
近傍(Thr564)のリン酸化状態が変化し、このリン酸化状態の変化は PKC と PKA の活性
化のバランスにより制御を受けていることが示された。 
 
 
 
 
 5－3 t-BHP 及び GSH-EE 暴露による Mrp2-p-radixin 蛋白質間相互作用に対する影響
とリン酸化酵素群の関与 
 
前項までの検討から、radixin のリン酸化状態の変動が Mrp2 の可逆的な局在性と同様
に細胞内レドックス変化に応じた PKC/PKA の活性化により制御されることが示された。
膜蛋白質のアンカーとして機能するのは C 末端近傍のリン酸化型であると考えられて
いるため、radixin の Thr564 のリン酸化の変化は、Mrp2 との蛋白質間相互作用にも影響
を及ぼすものと推測される。そこで本項においては、細胞内レドックス変化時における
p-radixin と Mrp2 の蛋白質間相互作用に対する影響と PKC/PKA の関与について検討を
行った。前項の検討において用いた IRHCs の可溶性画分をサンプルとして、Mrp2 抗体
による免疫沈降を行い、免疫沈降物中の Mrp2 及び p-radixin の発現量について western 
blotting により定量した結果、免疫沈降物中の Mrp2 発現量には各処理群において変化は
見られなかった (Fig. 5-3A 上段)。その一方で、免疫沈降物中の p-radixin 量 (Fig. 5-3A
下段)を Mrp2 量で補正することで算出される Mrp2 と結合している活性化型の p-radixin
量はその発現量低下 (75.3 ± 8.8%; Fig. 5-2B)よりも大きな減少が t-BHP 暴露により見ら
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Fig. 5-2 Effect of protein kinase inhibitors on changes in radixin expression (A) and p-radixin expression (B)
in IRHCs, which were induced by t-BHP and/or GSH-EE. IRHCs were pretreated with/without protein kinase
inhibitors for 30 min, and the cells were subsequently treated with t-BHP and GSH-EE. Total radixin
expression (A) and active form of radixin (p-radixin; B) were analyzed following the treatments. Decreased p-
radixin expression induced by the t-BHP exposure was suppressed by the pretreatment with Gö6850. In
contrast, the recovery of p-radixin expression induced by the GSH-EE was suppressed by the pretreatment with
a PKA inhibitor. Results are shown as the mean ± S.D. for four independent IRHCs isolations. *p<0.05,
**p<0.01, significantly different from control. #p<0.01, significantly different from t-BHP 100 µM.
れた (31.4 ± 10.5%; Fig. 5-3B)。更に、その後の GSH-EE による細胞内レドックス回復時
においてはMrp2 と結合している活性化型の p-radixin の割合はコントロール群レベルま
での回復が見られた (95.6 ± 5.4 %; Fig. 5-3B)。 
そこで、次に細胞内レドックス状態の変動に伴う Mrp2 と活性化型の radixin の蛋白質
間相互作用の変化についても、PKC、PKA による制御を受けるかについて検討を行っ
た。その結果、radixin のリン酸化状態の変化や Mrp2 局在変化と同様に、PKC 阻害剤
Gö6850 により酸化ストレスに起因する Mrp2 と活性化型 p-radixin 結合能低下の抑制 
(124.5 ± 9.6%; Fig. 5-3B)と、PKA 阻害剤による細胞内レドックス回復時にみられる活性
化型 p-radixin との結合能の回復の抑制 (42.1 ± 5.4%; Fig. 5-3B)が見られた。このことか
ら、酸化ストレス時における Mrp2 の内在化に radixin の PKC による脱リン酸化による
不活性化へのシフトによる Mrp2 との結合能の低下が関与する一方で、細胞内レドック
スの回復時における Mrp2 の局在性の回復には、不活性化された radixin の PKA による
活性化型へのシフトによる Mrp2 のアンカーとしての機能の回復が関与することが示さ
れた。 
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Fig. 5-3 Effects of protein kinase inhibitors on changes in the Mrp2-p-radixin interaction in
IRHCs, which were induced by t-BHP and/or GSH-EE. IRHCs were pretreated with/without protein
kinase inhibitors for 30 min, and cells were subsequently treated with t-BHP and/or GSH-EE. The
interaction of Mrp2 with p-radixin was analyzed after treatments. The decreased interaction
between Mrp2 and p-radixin, which was induced by t-BHP treatment, was suppressed by
pretreatment with Gö6850 (PKC inhibitor). In contrast, the recovery of the interaction induced by
GSH-EE was suppressed by pretreatment with a PKA inhibitor. Results are shown as the mean ±
S.D. for four independent IRHC isolations. **p<0.01, significantly different from control. ###p<0.005,
significantly different from t-BHP 100 µM.
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5－4 t-BHP 誘発性 Mrp2 内在化機構に対する protein phosphatase 阻害剤の影響 
 
これまでに ERM 蛋白質の C 末端近傍の脱リン酸化或いはリン酸化には、多数のキナ
ーゼ 53, 57, 58やホスファターゼ 59が関与することが報告されている。本章 5-2 項において
も酸化ストレスによる PKC の活性化により radixin(Thr564)が脱リン酸化される一方で、
細胞内 GSH 量の回復に伴う PKA の活性化により脱リン酸化された radixin(Thr564)のリ
ン酸化へのシフトに関与していることが明らかとなった (Fig. 5-2)。しかし、PKC は
Ser/Thr リン酸化酵素であるため、radixin(Thr564)の脱リン酸化には PKC により活性化
を受ける脱リン酸化酵素の関与が推察された。そこで、本項においては、Ser/Thr 残基
の脱リン酸化に関わる protein phosphatase (PP)分子種のうち肝臓に発現が確認されてい
る PP-1 と PP-2A を阻害する okadaic acid (OA 1 µM; IC50; PP-1: 10–15 nM, PP-2A: 0.1 nM)
と PP-2A に対して選択的な阻害剤である endothall (ET 1 µM; IC50; PP-1: 5 µM, PP-2A: 90 
nM))の前処理を行い、t-BHP により惹起される radxin(Thr546)の脱リン酸化と Mrp2 内在
化に対する影響について検討を行った。 
その結果 OA、ET 前処理により radixin の活性化型、不活性化型を含めた radixin の発
現量にはいずれの処置においても変化は見られなかった (Fig. 5-4A)。また OA (1 µM)
の前処理によりコントロール群に対して C 末端リン酸化を受けた radixin が増加した
(129.4 ± 8.5%; Fig. 5-4B)。更に、t-BHP により脱リン酸化を受けた radixin の C 末端近傍
のリン酸化に対して OA の前処理により t-BHP による radixin の C 末端脱リン酸化を完
全に抑制した(123.3 ± 10.3%; Fig. 5-4B)。その一方で、ET (1 µM)の前処理によっては
t-BHP による C 末端脱リン酸化に対して影響は見られず(63.2 ± 8.5%; Fig. 5-4B)、ET 単
独処理によるリン酸化状態への影響についても影響が見られなかった (104.2 ± 10.7%; 
Fig. 5-4B)。これらの結果より、t-BHP による酸化ストレス時において、radixin の活性化
型から脱リン酸化による不活性化へのシフトに PP-1 の関与が示唆された。そこで、次
に PP-1 を阻害することで t-BHP による Mrp2 内在化を抑制するかについての検討を
IRCHsにおけるMrp2-indexにより評価した結果、OA (1 µM)によりコントロール群 (11.4 
± 0.9 %; Fig. 5-4C)と比較して Mrp2-index が増加した (14.5 ± 1.4 %; Fig. 5-4C)。また OA
の前処理により t-BHP による Mrp2-index の低下 (3.7 ± 1.9 %; Fig. 5-4B)を完全に抑制し
た (13.8 ± 1.2 %; Fig. 5-4C)。その一方で、ET (1 µM)の前処理によっては t-BHP による C
末端脱リン酸化に対して影響は見られず、ET 単独処理によるリン酸化状態への影響に
ついても影響が見られなかった (3.8 ± 0.8 %; Fig. 5-4C)。以上のことから、t-BHP による
Mrp2 内在化と radixin の脱リン酸化による不活性化シフトに PP-1 が関与することが示
された。 
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Fig. 5-4 Effect of protein phosphatase inhibitors on changes in expression of radixin (A), p-radixin (B) and
Mrp2-index (C) in IRHCs treated with t-BHP/GSH-EE. IRHCs were pretreated with/without protein
phosphatase inhibitors for 30 min, and cells were subsequently treated with 100 µM t-BHP for 30 min. Total
radixin expression (A) and p-radixin expression (B) were analyzed following treatments. And cells were fixed
and stained for Mrp2 analysis following treatments. The Mrp2-index was assessed as the ratio of Mrp2-positive
canaliculi per cell nucleus. Decreased p-radixin expression and Mrp2-index, which were induced by t-BHP
treatment, were suppressed by pretreatment with 1 µM OA (PP-1 and -2A inhibitor), but not by 1 µM ET (PP-
2A selective inhibitor). Treatment with OA induced an increase in p-radixin and Mrp2 localization. Results are
given as the mean ± S.D. of four independent IRHCs isolations. *p<0.05, **p<0.01, significantly different from
control.
第 3 節 考察 
 
これまで、酸化ストレス時に併発する胆汁うっ滞には、一般的に細胞障害に伴った非
特異的な細胞骨格の崩壊が原因であると考えられてきた。その一方で本稿におけるこれ
までの検討により、細胞内レドックス変化に応じた PKC/PKA を始めとするリン酸化酵
素群の活性化バランスの変化に応じた Mrp2 選択的な機能調節機構が酸化ストレス時の
胆汁うっ滞の一因となることを示し、整然と制御されるシグナル伝達機構の関与を明ら
かとした。しかし、Mrp2 局在制御に関わるこれらリン酸化酵素群のリン酸化標的に関
しては不明であった。近年、Mrp2 の局在制御に関して注目されており、radixin の Rdx -/- 
mice において DPPIV や P-gp の局在には影響を与えず Mrp2 選択的に局在性が低下する
ことが Tsukita 等により報告されている 49。また Kojima 等は PBC 時の肝臓において
radixin の胆管側膜近傍の radixin の局在性が異常となることを報告している 5。 当研究
室においても小腸における cPKC の活性化による Mrp2 の内在化に ezrin の Thr567 の脱
リン酸化によるアンカー機能の不活性化が関与することを報告している 56。これら背景
から、本章においては細胞内レドックス変化に応じた Mrp2 の内在化に関わる PKC/PKA
のリン酸化標的としてERM蛋白質の中で肝臓において高発現の radixinに着目して検討
を行った。 
ERM 蛋白質の N 末端領域には膜蛋白質、膜脂質と相互作用する FERM ドメインが、
また C 末端領域には F-actin binding site が存在する 60。不活性状態では N 末端と C 末端
の分子内もしくは分子間結合によりそれぞれの領域がマスクされているが、リン酸化シ
グナルあるいはホスファチジルイノシトール二リン酸（PIP2）の結合により、N 末端領
域と C 末端領域を解離させ活性化し、アクチンと様々な蛋白質とのクロスリンカーと
しての役割を担う 61-63。Lee らは ezrin のリン酸化型および脱リン酸化型の変異体を用い
た検討から、C 末端近傍の Thr567 がリン酸化された ERM 蛋白質は細胞膜近傍に局在す
る一方で、脱リン酸化型の ERM 蛋白質は細胞全体に拡散して存在することを報告して
いる 64。本章においても細胞内レドックス状態の変化に伴い、アンカーとしての機能を
持つ Thr564 がリン酸化を受けた p-radixin の脱リン酸化と胆管側膜での局在性の低下が
認められた (Fig. 5-1, 5-2)。これらのことより、酸化ストレス時における p-radixin の局
在性の低下は Thr564 脱リン酸化により、Mrp2 及び F-actin との結合が切れたためであ
ると考えられる。 
  膜発現輸送担体の局在制御において、膜上での安定発現に寄与する足場蛋白質の役
割は非常に重要である。 Mrp2 と ERM 蛋白質は、直接的あるいは postsynaptic density-95/ 
Discs large/zona occludens-1  (PDZ) 蛋白質を介して間接的に結合すると考えられてい
る 49, 65, 66。PDZ 蛋白質との結合は、膜蛋白質の細胞質内領域の C 末端に存在する PDZ
結合モチーフ(［FYST-X-FVAM］)を介して形成されるが、Mdr1 や Bsep にはこのモチー
フが存在しない (Table 5-1)。また本研究においても免疫沈降法により Mrp2、P-gp およ
び Bsep と radixin の相互作用を検証したところ、Mrp2 のみ radixin との共沈降が見られ
た (data not shown)。これらのことは、Rdx -/- mice 及び第２章においてみられた酸化スト
レス時における nPKC 活性化による Mrp2 の選択的な内在化に radixin が関与するという
結果と一致することから、Mrp2 の選択的な内在化には、その C 末端に存在する PDZ 結
合モチーフが重要な因子であることが考えられる。この Mrp2/MRP2 の C 末端 PDZ 結
合モチーフは動物種を超えて保存されており、Harris 等は、Mrp2/MRP2 の C 末端
Thr-Lys-Phe を点変異、あるいは欠損させると MRP2 の胆管側膜への局在性が消失する
ことから、この PDZ 結合モチーフが MRP2 の胆管側膜局在の必須因子である可能性を
示唆している 67。近年、肝臓の毛細胆管側膜上に PDZ 蛋白質である Na+/H+ exchanger 
regulatory factor 1 (NHERF1) and PDZ domain-containing protein 1 (PDZK1)が発現し MRP2
との蛋白質間相互作用が知られている 49, 65-67。この PDZ ドメインは標的蛋白質の C 末
端に存在する PDZ 結合モチーフに特異的に結合し、この相互作用により PDZ 蛋白質は
標的蛋白質の機能や細胞内局在などを調節していると考えられている 68, 69。また
NHERF1 は分子内に 2 つの PDZ ドメイン、C 末端に ERM 蛋白質と結合するドメインを
持ち、肝臓、腎臓、膵臓、小腸などの極性上皮を含む組織に高発現し、PDZK1 とのヘ
テロダイマーを形成することが報告されていることから 70、これらの蛋白質が分子内の
PDZ ドメインに PDZ 結合モチーフを持つ複数の膜輸送担体(MRP2, CFTR, NHE3, 
GLUT1) をつなぎ、膜輸送担体のネットワークを形成していることが推測されている 
(Scheme 5-2)。更に、PDZK1 は分子内に PKA が結合できる領域を持っており 71、C 末端
領域の 509 番目の Ser 残基 (Ser509) のリン酸化が相互作用する膜蛋白質に対する制御
機能に重要な役割を担うことが報告されている 72。本研究において Mrp2 の再局在化過
程における PKA のリン酸化標的に関しては radixin を同定しているものの、PKA 等のシ
グナル伝達分子が仲介したシグナル複合体 73-75と輸送複合体のクロストーク、膜蛋白質
と足場蛋白質の結合の多様性を考慮に入れると、膜蛋白質の機能制御にはさらに複雑な
機構が存在することも考えられる。これら PDZ 蛋白質も MRP2 の局在制御過程に関与
する可能性は高いと考えられるが、その全容に関しては、依然として未解明な点が多く、
今後の研究の進展が待たれる。 
本章 5-4 項において、t-BHP による Mrp2 内在化及び p-radixin の脱リン酸化が PP-1 と
PP-2A を阻害する OA により阻害を受ける一方で、PP-2A に対して選択的な阻害剤であ
る ET においては、その不活性化が見られなかったことから、PP-1 による radixin の脱
リン酸化による不活性化が Mrp2 の内在化に関与することが示された (Fig. 5-4)。 本研
究において、実際に Ser/Thr リン酸化酵素である PKC が Ser/Thr 脱リン酸化酵素 PP-1 を
活性化しているかについて、検討は行っていないものの、Ca2+依存性 cPKC を欠損して
いる PKCα -/- mice において、PP-1 の選択的な不活性化が見られることが報告されてい
る 76。これに加えて、当研究室においては、Mrp2 の C 末端付近の細胞質領域と GST の
融合蛋白質を作製し、GST pull down assay を行うことで MRP2 の C 末端と結合する蛋白
質を２次元蛍光ディファレンシャル解析後に LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific) 
による質量分析、およびデータベース検索 (swiss prot) によりスクリーニングした結果、
PP-1 の触媒サブユニットの PP-1 catalytic subunit αを同定している (data not shown)。今後、
詳細については更なる検討を行っていく必要はあるものの、これら実験事実は、t-BHP
によるPKCの活性化がPP-1の活性化を介して radixinの脱リン酸化を亢進することで、
Mrp2 の胆管側膜上における安定性の低下により Mrp2 が内在化を受けることが予想さ
れる (Fig. 5-5) 
 
 
Table 5-1  PDZ binding motif of membrane transporters 
Official symbol gene name Species C-terminus Seq. PDZ binding motif ([FYST]-X-[FVAM])
Mrp2/MRP2 Abcc2/ABCC2 multidrug reisitance associated protein 2
rat gienvnsTKF ○
human gienvnhTEL ○
Cftr/CFTR Abcc7/ABCC7 cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
rat teeevqeTRL ○
human teeevqdTRL ○
Nhe3/NHE3 Slc9a3/SLC9A Na-H antiporter, Na-H exchanger 3
rat qpaspesTHM ○
human paalpesTHM ○
Glut1/GLUT1 slc2a1/SLC2A1 glucose transporter 3 rat fhplgadSQV ○human fhplgadSQV ○
P-gp/P-GP Abcb1/ABCB1 P-glycoprotein rat mvqagaKRS ×human svqagtKRQ ×
Bsep/BSEP Abcb11/ABCB11 bile salt export pump rat yklvitgaPIS ×human yklvttgsPIS ×
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Fig. 5-5  Proposed mechanism of the reversible localization of Mrp2 accompanied by the intracellular 
redox status. 
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第５章の結果から、以下の知見が得られた。 
 
1. 細胞内レドックス状態の変化に伴い、胆管側膜における C 末端近傍のリン酸化を
受けた活性化型の radixin の局在性が Mrp2 と同様に可逆的に制御を受けている。 
2. t-BHPによる酸化ストレス時において、PKCの活性化とPP-1により radixin(Thr546)
脱リン酸化による Mrp2 との結合能の減少により Mrp2 が内在化する。 
3. 細胞内 GSH 量の回復時に見られる Mrp2 の再局在化過程において、t-BHP により
脱リン酸化された radixin(Thr546)が PKA の活性化により radixin(Thr546)リン酸化
が回復し Mrp2 との結合能が回復することで Mrp2 が再局在化する。 
 
今回の結果より、t-BHPにより惹起された細胞内GSHの低下により活性化されたPKC
及び PP-1 により radixin の C 末端の脱リン酸化による不活性化シフトにより Mrp2 との
結合が切れ内在化する一方で、細胞内 GSH 量の回復時においては、PKA の活性化に起
因した radixinの活性化型へのシフトによりMrp2の胆管側膜場での局在性も回復するこ
とが明らかとなった。既述のように PBC の肝臓においても radixin と Mrp2 の共局在の
解消が観察されている 5。これらのことから本検討で明らかになった、radixin の脱リン
酸化亢進に伴う Mrp2 と radixin の相互作用の減少は、ヒトの臨床で見られる Mrp2 の内
在化、ひいては胆汁うっ滞のメカニズムの一端を説明し得るものであると考える。 
  
第６章 持続的酸化ストレス時における Mrp2 蛋白質分解に関わるユビキチン様修飾
因子 small ubiquitin like modifier (SUMO)の関与 
 
第 1 節 序 
 
肝疾患時には肝臓が慢性的な酸化ストレス状態にある、C 型肝炎や PBC などの肝臓
において MRP2 や BSEP の mRNA 発現量には変化を与えずに、肝組織中 MRP2 や BSEP
の蛋白発現量や胆管側膜における発現量の低下に伴う胆汁うっ滞が併発することが報
告されている 5, 6, 77 。本研究においては、EA、LPS、t-BHP により惹起される急性の酸
化ストレスモデルを用いて Mrp2 の局在変化に対する機構を解明し、ヒトにおいても酸
化ストレスによる MRP2 の内在化がラットと同様に引き起こされることを明らかとし
た。しかし、ヒト臨床において見られる mRNA 発現量の減少を伴わない蛋白質発現量
の減少については、我々を含めほとんど研究がなされていない。 
MRP2 には複数の遺伝子多型が存在し、一部の変異は抱合型ビリルビンの胆汁排泄能
が消失する DJS の原因遺伝子として知られている。中でも MRP2 の R768W や I1173F
の変異により、MRP2 の胆管側膜への局在化の異常をきたしプロテオソームでの分解を
受けることが報告されている 78-80。このことは、MRP2 の局在性の異常により細胞内コ
ンパートメントに MRP2 蛋白質が滞留することにより、プロテアソームにおける蛋白質
の分解が亢進されることが推察される。このことから、慢性肝炎時に起こる MRP2 の蛋
白質発現量に対する影響には、転写調節による蛋白質合成系の変動ではなく、MRP2 蛋
白の胆管側膜から細胞内コンパートメントへの内在化とその後の分解過程の関与が考
えられる。 
蛋白質の翻訳後修飾因子の一つであるユビキチン化は標的蛋白質の Lys 残基に結合
することで、E1(活性化酵素)/E2(結合酵素)/E3(ユビキチンリガーゼ)の３種の酵素群の働
きにより、ATP 依存的に標的蛋白質にユビキチンを連続的に結合させてポリユビキチン
鎖を形成し、そのポリユビキチン鎖がマーカーとなり標的蛋白質がプロテアソームによ
り選択的に識別され分解へと至るマーカー蛋白質である。これまでに我々は、yeast-two 
hybrid システムにおいて、ヒトとラットの Mrp2/MRP2 蛋白質のリンカー領域(scheme 
1-1)にユビキチン様修飾因子 small ubiquitin-like modifier (SUMO)の関連酵素である
ubiquitin activating enzyme 2 (UBA2)や ubiquitin conjugating enzyme 9 (Ubc9)が結合するこ
とを明らかとしている 81。蛋白質の SUMO 化は蛋白質の局在性や安定性などを制御し
ている働きを含めた多様な働きを持つことが知られている。中でも、SUMO 化の中心的
な役割としてユビキチン化を受ける蛋白質の Lys 残基においてユビキチンと拮抗する
ことで、蛋白質の分解から保護することが知られている 82, 83。これまでに、Mrp2 と同
じ ABC トランスポーターに分類されている P-gp や SLC トランスポーターの一つであ
る sodium-dependent bile acid transporter の分解がユビキチン-プロテアソーム分解系によ
り制御を受けることが報告されている 84, 85。しかし、これまでに Mrp2/MRP2 のユビキ
チン化による分解亢進に関する報告はなされていない。 
これら背景より、本研究においては持続的な酸化ストレス時においてはMrp2/MRP2
の内在化とその後の分解が亢進していると仮説を立て、これを検証することとした。そ
こで、Mrp2の蛋白質分解及びその分解機構を検討するためのモデルを構築するため、
Mrp2の内在化と密接に関わる細胞内GSH量を持続的に低下させた酸化ストレスモデル
をラット in vivo においてGSH合成の律速酵素であるγ-glutamyl cysteine synthetase 
(γ-GCS) の阻害剤buthionine-sulfoximine (BSO)を投与することにより作製し、Mrp2の内
在化の経時的な変化とその後の分解系の関与及び、その機構について解明を行った。 
第 2 節 結果 
 
6－1 持続的肝臓内 GSH 量低下時における Mrp2 の局在と分解への影響 
 
本項においては持続的 GSH 低下モデルの作製と Mrp2 の発現量に対する影響につい
て検討する目的として、GSH の主要な合成酵素であるγ-GCS を特異的に阻害する BSO
を用いてモデルの作製を試みた。そこで、BSO (1 mg/kg B.W.)をラット腹腔内に投与後、
2、8，24 hr 後の肝臓を摘出し肝臓内 GSH 量を測定した結果、BSO 投与 2 hr 後にはコン
トロール群の 54.2 %に肝臓内 GSH 量の減少が見られ、投与 8hr 後においては 17.2 %に
低下した一方で、24 hr 後においては、コントロール群の 82.7 %にまで回復した (Table 
6-1)。このことから、BSO 投与 8 hr まで GSH 量が持続的に低下することが明らかとな
った。 
そこで、肝臓内GSH量の低下が見られた 2 hr、8 hr後の肝臓において、Mrp2のmRNA、
蛋白質発現量を定量した結果、BSO 投与 2hr 後においてはコントロール群と比較して
mRNA (114.5 %; Fig. 6-1A)及び蛋白質発現量 (106.2 %; Fig. 6-1B)に対して影響は見られ
なかった。また、この肝臓より膜画分を調製し Mrp2 の発現量を検討したところ、コン
トロール群の 78.9 ± 2.8 %に低下した (Fig. 6-1C)。このことから、BSO 投与 2hr におい
ては Mrp2 総発現量の変化を伴わない膜発現量の減少（内在化）が前章までの検討と同
様に明らかとなった。その一方で、BSO 投与 8 hr 後においては 2hr 後と同様に mRNA
の発現量には影響しないものの、Mrp2 蛋白質発現量はコントロール群と比較しての有
意な減少が見られた (77.2 ± 2.1 %; Fig. 6-1B)。また肝臓より調製した膜画分における
Mrp2 発現量はコントロール群の 65.7 ± 2.4 %であり、BSO 投与 8 hr 後における Mrp2 の
膜発現量の減少は 2 hr 後と同程度であった (Fig. 6-1C)。これらのことから、BSO 投与
2hr 後おけるMrp2の内在化と 8 hr 後においてはMrp2蛋白質の分解が亢進していること
が明らかとなった。 
 
2 hr 8 hr 24 hr
control 28.4 ± 2.3 26.2 ± 2.5 27.2 ± 1.4
BSO 15.4 ± 1.5** 4.5 ± 1.0*** 22.5 ± 3.8
Table 6-1 Effect of BSO treatment on the intrahepatic GSH content. Rats were given BSO (1 mg/kg) or saline
and were killed at 2 and 8 hr after the BSO treatment; subsequently livers were collected and hepatic GSH
content was measured. The results are given as the mean ± S.D. of five rats. **p<0.01, ***p<0.001 compared
with control.
  
 
6－2 持続的肝臓内GSH低下時のMrp2蛋白質分解に関わるユビキチン-プロテアソー
ム分解経路の関与 
 
前項の検討から、BSO 投与後 8 hr において、肝組織中で mRNA 発現量の減少を伴わ
ずに Mrp2 蛋白質発現量が減少し、肝臓内 GSH 量の持続的な低下時において Mrp2 の分
解過程の亢進が明らかとなった。細胞内において、蛋白質の恒常性は生合成と分解を繰
り返すことで保たれており、古くなったり異常が認められた蛋白質は、細胞内小器官で
あるライソソームと、多蛋白複合体であるプロテアソームに運ばれた後分解される 86。
そこで、BSO 投与 8 hr 後に見られる Mrp2 蛋白質分解亢進におけるプロテアソームの関
与を検討するため、プロテアソームのキモトリプシン様活性を特異的に阻害する
MG-132 の影響を検討した結果、BSO 投与により低下した Mrp2 発現量はコントロール
群の 120 ± 9.3 %まで回復した(Fig. 6-2)。その一方で MG-132 単独投与群では、肝組織中
の Mrp2 発現量はコントロール群と比較して変化がみられなかった (102 ± 2.4 %; Fig. 
6-2)。このことから、BSO 投与により見られる Mrp2 の分解亢進にプロテアソームが関
与していることが明らかとなった。 
 そこで次に、Mrp2 のプロテアソームでの分解亢進にユビキチン化による修飾が関与
しているかについて、BSO 処置後の肝臓をサンプルとして Mrp2 抗体及び抗体を作製し
たウサギの抗血清を用いた免疫沈降を行い、ユビキチン化蛋白質に特異的な抗体を用い
て、Mrp2 のユビキチン化について検討を行った結果、ウサギ抗血清を用いて免疫沈降
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Fig. 6-1 Effect of BSO treatment on the protein and mRNA expression of Mrp2 in rat livers. Rats were given
BSO (1 mg/kg body weight) or saline. Mrp2 mRNA level of treated liver was measured by the real-time RT-
RCR. Mrp2 mRNA level was normalized by the GAPDH mRNA level (A). The homogenate (35 µg protein; B)
and CrM fraction (5 µg protein; C) were subjected to the immunoblot analysis by the use of anti-Mrp2 antibody.
Band density of Mrp2 is shown below. The band densities are expressed as the percentage of saline-treated
control. Results are given as the mean ± S.D. of four independent treated rat livers. *p<0.05 compared with
control.
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を行った沈降物中においては、Mrp2 及びユビキチン化抗体によりバンドが検出されな
かった (Fig. 6-3A)。 一方で、Mrp2 抗体により免疫沈降を行った免疫沈降物中に Mrp2
及び Mrp2 の分子量(180kDa)より高分子量に複数のユビキチン化抗体により認識される
バンドが確認され、Mrp2 が複数のユビキチン分子と結合していることが示された(Fig. 
6-3A 矢印)。更に、BSO 投与 8hr 後の肝臓において同様の検討を行った結果、免疫沈降
物中の Mrp2 発現量の減少 (52.3 ± 15.2 %)とユビキチン化量の増加 (195.6 ± 21.3. %)が
見られ(Fig. 6-3B)、沈降物中の Mrp2 量で補正したユビキチン化を受けた Mrp2 の割合は
コントロール群の 374.1 %に有意に上昇することが示された。このことから、BSO によ
るプロテアソームにおける Mrp2 蛋白質分解亢進にユビキチン化の関与が示唆された。 
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Fig. 6-2 Effect of proteasomal inhibitor (MG-132) on the BSO-induced decreased protein expression of Mrp2.
Rats were pretreated with or without MG-132 (0.5 mg/kg body weight) before BSO (1 mg/kg body weight) or
saline treatment. The homogenate (35 µg protein) was subjected to the immunoblot analysis by the use of anti-
Mrp2 antibody. Band density of Mrp2 is shown below. The band densities are expressed as the percentage of
saline-treated control. Results are given as the mean ± S.D. of four independent treated rat livers. *p<0.05
compared with control. #p<0.05 compared with BSO.
Mrp2
 6－3 持続的肝臓内GSH低下時のMrp2蛋白質分解に関わる脱SUMO化修飾の関与 
 
前項において、BSO によるプロテアソームにおける Mrp2 蛋白質分解亢進にユビキチ
ン化の関与が示唆された。前述の様に我々は既にヒトとラットの Mrp2/MRP2 蛋白質の
リンカー領域 (scheme 1-1)に SUMO 化の関連酵素や分子であるユビキチン activating 
enzyme 2 (UBA2)やユビキチン conjugating enzyme 9 (Ubc9)が結合することを明らかと
している 81。そこで、本項においては、ユビキチン化標的蛋白質上のリジン残基におい
て拮抗する SUMO 分子について、免疫沈降法により Mrp2 を単離し、抗 SUMO-1 及び
SUMO-2/3 抗体を用いた western blot により Mrp2 と各 SUMO 分子種との蛋白質間相互
作用が持続的な酸化ストレスにより影響をうけるかについて検討した。その結果、Mrp2
の分子量(180kDa)より高分子量に複数の SUMO-1 化抗体により認識されるバンドが確
認された(Fig. 6-4A)。更に、BSO 投与 8hr 後の肝臓においては免疫沈降物中の Mrp2 発
現量の減少(52.3 ± 15.2 %)と SUMO-1 による修飾を受けた Mrp2 量の減少(38.3 ± 12.2 %)
が見られ(Fig. 6-4A)、沈降物中の Mrp2 蛋白質量で補正した SUMO 化を受けた Mrp2 の
割合はコントロール群の 73.2 ± 11.1%に有意に減少した (Fig. 6-4B)。その一方で、免疫
Rabbit 
anti-
serum
Control   BSO
IP:Mrp2
IB
(A) (C)
Control
BSO
0
200
300
400
100
U
bi
qu
iti
na
te
d
M
rp
2 
ra
tio
(%
 of
 co
nt
ro
l)
* * *
Anti-
ubiquitinated 
protein 
210 kDa
175 kDa
175 kDa
IP : Mrp2
Mrp2(M2III6)
IB
(B)
Anti-
Ubiquitinate
d protein
210 kDa
175 kDa
Mrp2(M2III6)
210 kDa
175 kDa*
Fig. 6-3 Effect of BSO treatment on the modification of Mrp2 with ubiquitilation. The lysates of treated rat livers
were subjected to IP using anti-Mrp2 antibody. Imunoprecipitates were subjected to immunoblot (IB) analysis using
anti-Mrp2, anti-ubiquitinated protein antibodies (A and B). Immunoprecipitation (IP) using the rabbit serum IgG as a
negative control (A). Band density of immunoprecipitated ubiquitinated protein (represented by the arrows)
normalized by the band density of Mrp2 (Fig. 3A) is shown (C). The values are expressed as the percentage of saline
treated control. Results are given as the mean ± S.D. of five independent treated rat livers. ***p<0.001 compared with
control. Arrows represents the ubiquitinated Mrp2.
沈降物中の SUMO-2,3 については、バンドを検出することは出来なかった(Fig. 6-4A)。 
これらのことから、BSO によるプロテアソームにおける Mrp2 蛋白質分解亢進に Mrp2
の脱 SUMO-1 化の減少が関与することが推察された。 
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Fig. 6-4 Effect of BSO treatment on the modification of Mrp2 with SUMOylation. The lysates of treated rat livers
were subjected to immunoprecipitation (IP) using anti-Mrp2 antibody. Imunoprecipitates were subjected to
immunoblot (IB) analysis using anti-Mrp2 (upper), SUMO-1 (middle) and SUMO-2/3 (lower) antibodies (A). Band
density of immunoprecipitated SUMO-1 (represented by the arrows ** and ***) normalized by the band density of Mrp2
is shown (B). The values are expressed as the percentage of saline treated control. Results are given as the mean ±
S.D. of five independent treated rat livers. *p<0.05 compared with control. * , Mrp2; ** and ***, SUMOylated Mrp2.
第 3 節 考察 
  
 第２章～第５章においては、急性酸化ストレス時における胆汁うっ滞の原因となる
Mrp2/MRP2 の内在化及び、可逆的な細胞内レドックス回復時における Mrp2 の可逆的な
制御機構について検討を行ってきた。本研究においてはヒト慢性肝炎時における胆汁う
っ滞の原因を解明することを最終的な目標と定め、MRP2/Mrp2 を中心としたその細胞
膜局在及び、蛋白質分解制御機構の新規の知見を得ることを目的としている。膜蛋白質
の局在性の低下を伴い細胞内コンパートメントへの蓄積により蛋白質分解を受けるこ
とは広く知られている。そこで、本章においては 持続的な酸化ストレスにより
Mrp2/MRP2 が細胞内に内在化し続けると、蛋白質分解が亢進するという仮説を立て検
証を行った。これまで、ラットを用いた Mrp2 の内在化に関しては既述のように様々な
検討がなされているものの、その内在化を持続させたモデルはこれまで存在していない。
そこで、本仮説を検証するにあたり、Mrp2 の細胞内局在が細胞内 GSH 量と良好な相関
性を示していることから、細胞内 GSH 量を持続的に低下させるモデルが必要であると
考えた。そこで GSH の生合成に関わる律速酵素であるγ-GCS を阻害する BSO をラット
in vivo に投与した結果、その投与 8 hr までにおいて肝臓内 GSH 量は時間依存的に低下
し続けており、投与後 24 hr 後には細胞内 GSH 量は回復傾向を示した。BSO はγ-GCS
を不可逆的に阻害することから、その投与後 24 hr において見られる GSH 量の回復は新
規に合成されたγ-GCS によるものであることが考えられる。そこで本検討においては、
BSO投与 2 hr, 8 hr後においてMrp2の局在性及び蛋白質発現量について検討を行った結
果、2 hr 後における Mrp2 の内在化と 8 hr 後における蛋白質分解の亢進が確認でき、仮
説を検証するためのモデルの構築に成功した。これまでに Mrp2 の蛋白質の生合成半減
期が 29 hr であることが明らかとなっている 87。この生合成半減期より、蛋白質発現量
に変化のない BSO 投与 2 hr から 8 hr までの 6 hr において Mrp2 発現量が 28 %の低下が
見られていることから、BSO 投与 8 hr 後に見られた Mrp2 蛋白質発現量の低下は Mrp2
の蛋白質分解の亢進によることが考えられた。 
 これまでに、蛋白質の分解の亢進にユビキチン化が関与することは広く知られており、
P-gp など様々な蛋白質がユビキチン化することが知られており、抗アポトーシス蛋白で
ある apoptosis repressor with caspase recruitment domain (ARC)などは酸化ストレス時にお
いてユビキチン化を受けることで分解が亢進することが明らかになっている 88。その一
方で、ユビキチン化と拮抗して、蛋白質の安定化に働く役割を持つ SUMO 化に関して
は、グルコーストランスポーターである GLUT1 や GLUT4 が SUMO 化による修飾を受
けるものの 89、酸化ストレス時における蛋白質分解に関与するかについては明らかとな
っていない。我々はこれまでに、Mrp2 のループ領域の 949 番目の Lys 残基が SUMO 化
を受けることを明らかとしており(scheme 1-1)、SUMO 化に関わる E2 酵素である Ubc9
の knockdown により Mrp2 の蛋白質発現量が減少することから、SUMO 化が Mrp2 の蛋
白質の安定性に寄与することを明らかとしている 81。更に、本章における検討により
BSOによる持続的な酸化ストレス時においてMrp2の脱SUMO-1化が亢進する一方でユ
ビキチン化の亢進が見られた (Fig. 6-3, 6-4)。これらのことから SUMO 化は蛋白の Lys
残基においてユビキチン化と拮抗する機能をもつため、酸化ストレス時において、この
Mrp2 (Lys949)がユビキチン化を受け、そのプロテアソームにおける分解に寄与すること
が考えられる。 
また近年、SUMO 化の修飾に関わる Ubc9 が SUMO 化を受ける蛋白質の Lys 残基の近
傍(±10 残基)の Ser/Thr 残基のリン酸化により SUMO の結合が減少することが報告され
ている 90。本研究においても酸化ストレス時において Ser/Thr リン酸化酵素 PKC が活性
化されることを明らかとしている。更に、SUMO 化サイトとして同定している Mrp2 
(Lys949)の近傍には PKC によりリン酸化を受けるサイトが複数存在していることから、
酸化ストレスにより活性化を受けた PKC は Mrp2 の内在化のみでなく、SUMO 化の制
御も担っている可能性が考えられる。 この可能性について、我々は、IRHCs を含め様々
な検証を行ったものの、依然として明確な結論は得られておらず、最終的な結論を得る
には、更なる詳細な検討が必要であると考える。 
本研究においては持続的な酸化ストレス時において、Mrp2の蛋白質分解の亢進に先
行してMrp2の内在化が見られていることから、内在化した後にMrp2が脱SUMO化、ユ
ビキチン化されることで、Mrp2のプロテアソームにおける分解が亢進したことが推定
されるものの、実際にこれらMrp2のユビキチン関連蛋白質による修飾が起こっている
細胞内の器官については、本研究においては検討していない。近年、Gisler等による腎
臓の近位尿細管細胞を用いて、PDZ蛋白質であるPDZK1と結合する蛋白質の網羅的な解
析において、興味深いことにPDZK-1とUbc9が結合していることが、yeast-two hybridシ
ステムにより同定されている70。このことは、Mrp2のユビキチン及びSUMO化の修飾が
PDZK1等のPDZ蛋白質を足場とした複合体を形成することで効率的に行われている可
能性が推察され、今後の研究の進展が期待される。 
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Fig. 6-5  Proposed mechanism of Mrp2 degradation in the long lasting GSH decreased condition. 
第 4 節 小括 
 
第６章の結果から、以下の知見が得られた。 
 
1. 持続的な肝臓内 GSH 量の減少により Mrp2 の内在化に続く蛋白質分解が亢進する。 
2. 持続的な肝臓内 GSH 量の減少による Mrp2 の分解亢進はプロテアソームにおいて
起こる。 
3. 持続的な肝臓内 GSH 量の低下時に Mrp2 のユビキチン化修飾の増加と SUMO-1
化の減少が起こり、脱 SUMO 化が Mrp2 の分解に働いている可能性が示唆された。 
 
今回の結果として、ヒト慢性肝疾患時に見られる、肝臓内 GSH 量が持続的に低下
することによる Mrp2 の胆管側膜での局在性の低下と分解過程の亢進を BSO 投与ラッ
トモデルにより示した。さらに肝臓内 GSH 量低下時には Mrp2 の分解にはプロテアソ
ームが関わることや、SUMO-1 分子による修飾が Mrp2 の分解に対して抑制的に働く
可能性も見出すことができた。6長期の胆汁うっ滞は毒性の高い胆汁酸等の蓄積による
肝障害の増悪に繋がるため、Mrp2/MRP2 の分解機構を解明することは、新規の機序に
よる利胆作用をもつ薬の開発や肝疾患症状の増悪の抑制に繋がると考えられる。 
第７章 総括 
 
胆汁うっ滞を併発する原発性胆汁性肝硬変やアルコール性肝炎など慢性肝疾患時に
おいては、MRP2 の mRNA 量の変化を伴わない、毛細胆管側膜での局在性の低下と蛋
白質分解が原因と考えられる総蛋白質発現量の減少が見られる。これら肝疾患時には血
中 GSH 濃度の低下等の酸化ストレスマーカーの上昇が見られており、胆汁うっ滞との
関連が示唆されている。そのため本稿においては、ヒト慢性肝炎時における胆汁うっ滞
の原因として MRP2 の転写後調節に着目し、その機能制御機構の全体像を明らかとする
ことを目的として検討を行った。以下に本研究で得られた知見を総括する。 
 
１．エタクリン酸誘発性急性酸化ストレス時における Mrp2 の内在化機構の解明 
（第２章） 
 
これまでに酸化ストレス時の Mrp2 の毛細胆管側膜における局在性の低下は細胞骨格
等の崩壊を伴う非特異的な細胞障害の結果であると考えられてきた。これまでの当研究
室における検討から、Mrp2 の局在制御機構には何らかのシグナル伝達が存在すること
が推察された。第２章においては、この仮説の検証を行った。その結果、EA により誘
発される酸化ストレスに伴う NO の生成が Mrp2 の内在化のシグナル伝達の一因となり、
Ca2+非依存性 PKC が特異的に活性化され P-gp の局在性には影響を与えず、Mrp2 の選択
的な内在化を引き起こすことを明らかとした。 
 
２．ヒト・ラット肝スライスを用いた LPS 誘発性 MRP2/Mrp2 局在変化に対する酸化
ストレスの関与について （第３章） 
 
酸化ストレスを起因とするラット Mrp2 の内在化がヒトで見られる炎症時の MRP2
内在化においても同様に酸化ストレスが関与することを明らかとするため、ヒト及びラ
ット凍結肝組織片を用いて LPS によるヒト MRP2 の胆管側膜上蛋白発現量の低下に
対する DMA による影響を検討した。その結果、ラット及びヒト凍結肝組織片を用い
た検討においても LPS 短時間処置により肝組織GSH 量低下を伴ったMRP2 局在性の
低下がラット同様に引き起こされ、これに対して DMA の前処置が MRP2 の胆管側膜
上発現量を保持したことから、このヒト MRP2 の胆管側膜局在性低下にも酸化ストレ
スが関与していることが示された。このことは、ラット及びヒトにおいて酸化ストレス
に伴う Mrp2/MRP2 内在化に共通のメカニズムが存在する可能性を示唆しており、ヒト
の MRP2 局在性低下の制御機構解明にラットを用いた検討が有用となることが考えら
れた。 
 
３．細胞内レドックス状態の変化に伴う Mrp2 の肝細胞内局在制御機構の解明 （第４
章） 
 
酸化ストレスにより内在化した Mrp2/MRP2 が胆管側膜に再局在化するかについて検
討を行うことは、慢性肝炎時に併発する胆汁うっ滞の治療を行う上で、重要な情報とな
ることが考えられる。そこで、ラットにおける酸化ストレス時に内在化した Mrp2 が細
胞内レドックスの回復により可逆的に毛細胆管側膜へと再局在するかについて検討し
た。その結果、細胞内 GSH 量の回復時においては、Mrp2 内在化に関わる PKC 分子種
の活性化は基底状態へと不活性化され、PKA 阻害剤により Mrp2 再局在化過程において
のみ阻害効果が見られていることから、細胞内レドックス変化に応じた PKC と PKA の
活性化バランスの変化が Mrp2 の局在性を可逆的に制御していることが判明した。 
 
４．細胞内レドックス状態の変化に伴う可逆的な Mrp2 局在制御機構に対する radixin
の関与 （第５章） 
 
Mrp2の可逆的な局在制御に関わるリン酸化関連酵素群のリン酸化/脱リン酸化標的分
子の同定にあたり、PBC 時に局在性の低下が見られている MRP2 と F-actin とのアンカ
ー蛋白質である radixin に着目して検討を行った。その結果、t-BHP による酸化ストレス
時において、PKC の活性化及び PP-1 により radixin(Thr546)脱リン酸化による Mrp2 との
結合能が減少した結果、Mrp2 が内在化することが明らかとなった。更に、細胞内 GSH
量の回復時に見られる Mrp2 の再局在化過程において、t-BHP により脱リン酸化された
radixin(Thr546)が PKA の活性化により radixin(Thr546)リン酸化が回復し Mrp2 との結合
能が回復することで Mrp2 が再局在化することが示された (Fig. 5-5)。これらのことから、
radixin の脱リン酸化亢進に伴う Mrp2 と radixin の相互作用の減少は、ヒトの臨床で見ら
れる Mrp2 の内在化、ひいては胆汁うっ滞のメカニズムの一端を説明し得るものである
と考えられた。 
 
５．持続的酸化ストレス時における Mrp2 蛋白質分解に関わるユビキチン様修飾因子
small ubiquitin like modifier (SUMO)の関与 （第６章） 
 
 これまでの検討では、Mrp2 の発現量の変化が見られない急性酸化ストレス(～1.5hr)
にて Mrp2 の局在制御に関わる因子を明らかとしてきた。しかし、慢性の肝疾患時にお
いては、mRNA の減少を伴わない MRP2 の発現量の減少に対して、蛋白質分解の亢進
の関与が考えられているものの、酸化ストレス等の刺激による MRP2 の分解亢進、及び
その制御機構については明らかとなっていない。そこで、持続的な酸化ストレスにより
Mrp2/MRP2 が細胞内に内在化し続けると、蛋白質分解が亢進するという仮説を立て検
証を行った。その結果、肝臓内 GSH 量が持続的に低下することによる Mrp2 の胆管側
膜での局在性の低下と分解過程の亢進を BSO 投与ラットモデルにより示した。さらに、
この Mrp2 の分解過程にはプロテアソームが関わることや、SUMO-1 分子の脱修飾及び
ユビキチン修飾が Mrp2 の分解亢進に関わる可能性を見出した。 長期の胆汁うっ滞は
毒性の高い胆汁酸等の蓄積による肝障害の増悪に繋がるため、Mrp2/MRP2 の分解機構
を解明することは、新規の機序による利胆作用をもつ薬の開発や肝疾患症状の増悪の抑
制に繋がると考えられる。 
 
以上の研究により、急性の酸化ストレスに曝された時には Mrp2 の局在は PKC/PKA
の活性化による radixin のリン酸化状態の変動に応じて可逆的に変化することが明らか
となった。また持続的な酸化ストレス状態にある時には、ユビキチン等の関連蛋白質に
よる修飾を受け、プロテアソームにおける分解が亢進することが示された。慢性肝炎時
に併発する胆汁うっ滞による胆汁酸等の蓄積は、肝線維化の要因となることが近年注目
されており、慢性肝炎時の酸化ストレスに伴う胆汁うっ滞の改善は、肝炎の肝硬変や肝
癌への進行を抑制する有効な治療標的の一つとされている。本研究の遂行により得られ
た知見は、これらヒトにおける慢性肝疾患時に併発する胆汁うっ滞に対する治療標的と
なることが期待される。 
８章 実験の部 
 
第１節 実験動物 
 
Sprague-Dawley 系雄性ラット（６～８週齢）を日本エスエルシー(株)より購入した。ラ
ットはオリエンタル酵母工業(株)より購入した実験用動物飼料を与え、水及び飼料は自
由に摂取させた。購入したラットは温度コントロール (25 ± 2℃) の環境下にて 12 hr 明
暗サイクルで飼育し、購入後最低限 1 日以上飼育し、体重が 200－300 g のものを実験
に使用した。 
 
第２節 試薬 
 
本研究で用いた主な試薬を以下に示す。塩類など一般的な試薬はここでは記載しない。
また、下記記載及びその他の試薬は全て特級あるいは生化学用、細胞培養用試薬を用い
た。 
 
Ethacrynic acid     Sigma-Aldrich 
Tertiary-butylhydroperoxide                       Sigma-Aldrich 
BSO                     和光純薬工業 (株) 
GSH-EE                    和光純薬工業 (株) 
MG-132                                       和光純薬工業 (株) 
Glutathione (reduced form)    和光純薬工業 (株) 
Glutathione (oxidized form)    和光純薬工業 (株) 
Trifluoroacetic acid    和光純薬工業 (株) 
o-Phthalaldehyde      和光純薬工業 (株) 
2-Mercaptoethanol    和光純薬工業 (株) 
3-Fluorotyrosine     和光純薬工業 (株) 
Dimerumic acid                  湧永製薬 (株) 
Lipopolysaccharide, from E coli 055 (by phenol extraction) 和光純薬工業 (株) 
Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) オリエンタル酵母 (株) 
Glucose-6-phosphate (G6P)    オリエンタル酵母 (株) 
NADPH     オリエンタル酵母 (株) 
Nitrate reductase          Sigma-Aldrich 
Griess reagent (modified)     Sigma-Aldrich 
Bovine Serum Albumine (BSA)   Sigma-Aldrich 
Acrylamide     和光純薬工業 (株) 
N, N’-Methylene-bis-acrylamide    和光純薬工業 (株) 
Ammonium persulfate (APS)   BIO-RAD 
N, N, N’, N’-tetramethyletylethylenediamine BIO-RAD 
Polyoxyethylene (20) Sorbitan Monolaurate  和光純薬工業 (株) 
Purified Mouse anti-rat CD26 (OX-61)        Biosciences Pharminigen 
Gö6976      CALBIOCHEM 
Gö6850                                        CALBIOCHEM 
ECL Western blotting detection system  GE healthcare 
ECL plus Western blotting detection system  GE healthcare 
ECL Advance Western blotting detection kit  GE healthcare 
Immobilon Western HRP Substrate   Millipore 
ImmunoPure® Immobilized Protein G  PIERCE 
PANSORBIN® cells    CALBIOCHEM 
RNA-solve reagent       OMEGA BIOTEK 
RNA PCR kit                     TAKARA 
KOD plus     TOYOBO 
Power SYBR Green PCR Master Mix    Applied Biosystems 
Rabbit anti PKCα antibody    Sigma-Aldrich 
Rabbit anti PKCδ antibody    Sigma-Aldrich 
Rabbit anti PKCε antibody    Sigma-Aldrich 
Rabbit anti Mrp2 antibody (EAG15)   当研究室で作製した 
Mouse anti MRP2 antibody (M2III6)   Millipore 
Mouse anti MDR1+3 antibody (C219)  ZYMED 
Rabbit anti phospho-ERM antibody   CHEMICON 
Mouse anti ezrin monoclonal antibody (4A5)  Santa Cruz 
Rat anti raidixin antibody (R21)   大阪大学大学院・生命機能研究科 
月田早智子教授より供与いただいた 
Rat anti phosphor-raidixin antibody         大阪大学大学院・生命機能研究科 
月田早智子教授より供与いただいた 
Mouse anti β-actin antibody        Sigma-Aldrich 
Donkey anti-rabbit IgG-HRP   Santa Cruz 
Donkey anti-mouse IgG-HRP   Santa Cruz 
Donkey anti-rat IgG-HRP    Santa Cruz 
Rhodamine Phalloidin    Invitrogen 
Alexa488 anti-rat IgG    Invitrogen 
Alexa488 anti-rabbit IgG    Invitrogen 
Alexa546 anti-mouse IgG    Invitrogen 
Alexa546 anti-rabbit IgG                        Invitrogen 
 
第３節 統計解析 
 
 実験データは平均値±標準誤差で示した。有意差検定は 2 群間検定については
two-tailed Student’s t test、多群間検定の場合は Post-hoc test として Bonferroni 法、もしく
は Dunnett 法を用いた。有意水準を 0.05 とし、p<0.05 を有意差ありと判断した。 
 
第４節 実験方法 
 
ラット初代培養肝細胞の単離 
SD ラットを、ペントバルビタール(50 mg/kg i.p.)麻酔後、手術台に背位固定した。門
脈にカニューレーションを施し、37℃に加温した perfusion buffer を用い、30 mL/min で
灌流して細胞接着を剥がした。肝臓を摘出し、コラゲナーゼ溶液を 10 min 程灌流した。
その後肝臓をビーカー中で振盪分離し、駒込ピペットを用いて分散させ、ナイロンメッ
シュでろ過した。ろ液を遠沈管に移して、50×g で 2 min 遠心分離した後、上清を除去し
て沈殿（肝実質細胞）を分取した。これに Krebs-Henseleit buffer を加え、懸濁し、同様
に遠心した。上清が透明になるまでこの作業を繰り返した（2-3 回）。再度ナイロンメッ
シュでろ過し、得られた細胞を Trypan blue exclusion test により生存率を算出し、95 %
以上のものを用いた。肝細胞はタンパク定量用に分取し、液体窒素で凍結した。 
 
 
 
 
 
 
 Perfusion buffer (pH 7.2） 
KCl  400 mg/L 
KH2PO4  60 mg/L 
NaCl  8 g/L 
Na2HPO4  48 mg/L 
MgSO4  98 mg/L 
EGTA  22.8 mg/L 
Glucose  100 mg/L 
NaHCO3  129 mg/L 
 
Krebs-Henseleit buffer (pH 7.4） 
KCl  0.36 g/L 
KH2PO4  0.13 g/L 
MgSO4・7H2O  0.295 g/L 
HEPES  2.975 g/L 
D-(+)-Glucose  0.9 mg/L 
CaCl2・2H2O  0.2244 g/L 
NaCl  6.9 g/L 
NaHCO3  2.0 g/L 
初代培養肝細胞の培養 
前述の手法にて、単離された肝細胞を Williams’ medium E (10% fetal bovine serum, 
penicillin (100,000 units/mL), streptomycin (100 µg/mL))にて各実験において必要な細胞密度
になるように調整した懸濁液をコラーゲンコート済みの細胞培養デッシュに播種した。
(2.0×105 cells/mL/12 wells; 2.5×106 cells/60-mm culture dish) 播種後 37ºC の CO2 インキュ
ベーター内に静置し、15 min 毎に振盪を行うことで、細胞を均一に接着させ 3 hr 培養を
行い、以下の実験に用いた。 
         
初代培養肝細胞の免疫染色 
 12 well plate の各ウェルにカバーグラス (1cm×1cmNATSUME 社)を入れ、コラーゲン
コートを施した後、被験化合物及び阻害剤の処置を行った後に、2.0×105 cells/mL/12 wells 
の肝細胞を播種後、37ºC の CO2 インキュベーター内に静置し、15 min 毎に振盪を行い
細胞を均一に接着させ 3 hr 培養を行った後、被験化合物及び、阻害剤等の処理を行った。
その後、4% formaldehyde/PBS を 15 min 処理することで細胞を固定化し、各ウェルを PBS
で洗浄後、0.1% Triton X-100/PBS にて 10 min 処理した。0.1% BSA / PBS で希釈した 1 次
抗体(EAG15: 1:50; C219: 1:50)を室温で 1hr 反応させた。反応後 G-PBS にて 3 回洗浄し、
0.1% BSA / PBS で希釈した蛍光標識 2 次抗体を室温で 1hr 処理した。反応終了後切片を
G-PBS にて 3 回洗浄後、TBS に 5 分浸潤し、VECTASHIELD with propidium iodide(Vector 
Laboratories, Inc.)で封入後、共焦点蛍光顕微鏡(LSM510, Carl Zeiss)にて観察を行なった。 
 
 
 
  
Mrp2/P-gp-index の算出法 
 共焦点レーザー顕微鏡において、Mrp2 及び P-gp と細胞核をそれぞれ可視化後、任意
に選択した 10 視野について細胞間隙でのMrp2及び P-gp により形成された胆管数に対す
る細胞の核数（各 500～800 個）の割合を定量することで、MRP2-index、P-gp-index とし
て Mrp2、P-gp の細胞内局在を評価した。 
 
一酸化窒素濃度測定(Griess 法) 
培養肝細胞系における培地中 NO の測定は Griess 法を用いた 10)。各種処理後の培地を
回収し、その 10 µL を nitric reductase (Sigma Aldrich Chemical)で還元後、Griess 試薬 (Sigma 
Aldrich Chemical)により発色させ 10 min 後における、570nm の吸光の測定を行った。 
 
ラット肝灌流法 
SD ラットをペントバルビタールで前進麻酔後、手術台に固定し、開腹した。総胆管に
ポリエチレン製チューブ(PE10 夏目製作所)を挿入した後、門脈及び下大静脈にに糸を
通し、門脈にカニュレーションを施した。カニュレーションを施した門脈より、37℃に
保温して 95%O2 5%CO2を飽和させた Krebs-Henselsit Bicarbonate Buffer (KHBB: pH 7.4)で
灌流を開始後、下大静脈を切断し灌流脱血した。横隔膜及び胸腔を切開して右心房から
カニュレーションをし、灌流液の出口を作った後、下大静脈を結紮した。その後、灌流
液の流速を 0.08 mL/g B.W に調整した。採取した胆汁はあらかじめ重量を測定したチュー
ブに採取し、その比重を 1 として求めた。 
 
     KHBB (pH 7.4)       
NaCl  118 mM 
KH2PO4  1.19 mM 
KCl  4.7 mM 
NaHCO3  25 mM 
MgSO4  1.19 mM 
CaCl2  2.5 mM 
Glucose  5 mM 
HCl  To give a pH 7.4  
 
 
  
Homogenate in 70% sucrose
44% sucrose
36.5% sucrose
Crude membrane fraction
centrifugation
ラット肝臓膜画分の調製 
Vos らの方法 36 を一部改変して行った。 
摘出した肝臓を約 2 g 量り取り、細かく刻んだ後、2.5 倍量の Buffer A を加えてテフロン
ホモジナイザーにより 1,000 rpm で 20 回ホモジナイズし、さらに 23 G の注射針で 10 回 
stroke を行った。Homogenate を 1,500 g , 4 ℃で 15 分間遠心し、上清を破棄後残った沈殿
に約 3 mL の 70 % (w/w) sucrose を加え、テフロンホモジナイザーにより 1,000 rpm で 5
回ホモジナイズした。それをチューブに 2 mL 入れた後、その上に更に 44 % (w/w) sucrose、
36.5 % (w/w) sucrose を各 4 mL ずつ重層し、CP 100 MX (HITACHI) 、ローター P40ST に
て 28,200 rpm、4 ℃で 90 分間超遠心した。その後 36.5 % (w/w) と 44 % (w/w) sucrose の
中間層を 23 G の注射針で回収し、遠心チューブに入れた後 Buffer B でメスアップし、ロ
ーター RP50T2 にて 29,000 rpm、4 ℃で 20 分間超遠心した。上清を破棄して残った沈殿
を膜画分とし、Buffer A に懸濁して 23 G の注射針で 15 回 stroke し、液体窒素で急速凍
結させ、－80 ℃で保存した。 
なお、上記操作は特に記載のある場合を除き、全て氷冷下あるいは低温条件下(4 ℃)で行
った。 
 
Buffer A                                   Buffer B  
NaHCO3  1 mM 
PMSF  0.5 mM 
Tradirole  5 µg/mL 
Leupeptin  5 µg/mL 
Pepstatin A  1 µg/mL 
 
 
NaHCO3  1 mM 
PMSF  0.5 mM 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
アルカリホスファターゼ活性測定 
膜画分が十分に濃縮的に、かつ均一に調製出来たことを alkaline phosphatase 活性を測
定することにより確認した。alkaline phosphatase 活性はホモジネート及び膜画分をサンプ
ルとして、適切な倍率で希釈したサンプル 10 μl に Assay mixture (60 mM 
2-amino-2-methyl-1-propanol (AMP)/HCl, pH10.0, 6mM MgCl2) 80 μl を添加したものと 50 
mM p-Nitrophenyl- phosphate (PNPP) 、をあらかじめ 37 ℃で 5 分間インキュベーションを
行う。サンプルに 50 mM PNPP 10 μl を加え、37 ℃で正確に 30 分間インキュベーション
する。氷冷下 10 % Trichloro acetic acid を 100 μl 加え反応をストップさせ、1 N NaOH を
400 μl 加えて 405 nm の吸光度を測定した。また、p-Nitrophenol を標準物質として、絶対
検量線法によりサンプルの ALP 活性を比較した。 
単位時間あたりに p-Nitrophenyl phosphate から生成する p-Nitrophenol 量を測定するこ
とで評価した (下表)。Enrichment の平均が 14～16 倍の濃縮の範囲にあるもののみを膜画
分として諸検討に用いた。 
 
 Homogenate Crude membrane Enrichment 
Control 0.21 ± 0.01 3.04 ± 0.32 14.47 
EA 300 µM 30 min 0.23 ± 0.05 3.22 ± 0.21 14.01 
Control 
t-BHP 500 µM 30 min 
0.21 ± 0.05 
0.21 ± 0.04 
3.26 ± 0.15 
3.16 ± 0.18 
15.21 
15.23 
Control 
t-BHP 500 µM 90 min 
GSH-EE 3mM 
t-BHP/GSH-EE 
0.22 ± 0.02 
0.21 ± 0.07 
0.19 ± 0.03 
0.23 ± 0.07 
3.25 ± 0.22 
3.10 ± 0.11 
3.02 ± 0.28 
3.49 ± 0.56 
14.56 
14.78 
15.22 
14.89 
Control (saline treated) 
BSO (1 mg/kg B.W.) 
0.24 ± 0.07 
0.26 ± 0.08 
3.85 ± 0.41 
3.87 ± 0.23 
15.89 
15.12 
(nmol/min/mg protein) 
 
 
 
 
 
 
  
Western blot 法 
サンプルを 2×loading buffer に溶解させ、ポリアクリルアミドゲルを用いて、8.5 ％
running gel、12 % stacking gel 条件により定電流 20 mA/gel で SDS-PAGE を行った。 
泳動後、PVDF メンブレン (MILLIPORE) とゲルをアルカリ転写 buffer を含ませたろ紙で
挟み、15 V 定電圧で 1hr 転写した。転写したメンブレンに 3 ％ (w/v) BSA/TTBS で室温
1hr 若しくは 4 ℃ over night でブロッキングを行った。その後 TTBS で wash を行い、一次
抗体として EAG15 (×2000 で使用)、 monoclonal purified mouse anti-rat CD26 (OX-61) 
(×2000 で使用) を 0.1 ％ (w/v) BSA/TTBS により希釈して用い、室温 1hr 若しくは 4 ℃ 
over night で反応させた。その後、TTBS で wash を行い、2 次抗体として anti-rabbit IgG-HRP 
(×3333 で使用) または anti-mouse IgG-HRP (×3333 で使用)を 0.1 ％ (w/v) BSA/TTBS で希
釈して用い、室温で 1hr 反応させた。その後、ECL systems (GE healthcare. Inc.) を用いて、
化学発光シグナルを LAS1000 (Fuji Film) /Chemi-doc (Bio Rad) にて、検出、定量を行った。 
 
2×loading buffer 
 0.5 M Tris-HCl（pH 6.8）   2 mL 
 10 % SDS                  4 mL 
 β-Mercaptoethanol            1.2 mL 
 80 % Glycerol                2 mL 
 dH2O             0.8 mL 
 0.1 % Bromophenol blue       800 µL 
            final 10 mL 
 
泳動 buffer 
 Tris     9.09 g 
 Glycine     43.2 g 
     SDS             3.0 g 
 dH2O         final  3 L 
TBS 
  Tris                3.633 g 
  NaCl               26.298 g 
  dH2O              final 3 L 
  HCl       to give a pH of 8.0 
   
 TTBS 
  0.05 % Tween 20 / TBS 
 
 アルカリ転写 buffer 
  100 mM CAPS (pH 11)  100 mL 
  Methanol             100 mL 
  dH2O              final  1 L 
 
 
 
 
 
  
肝組織片の培養方法 
バイアルに入ったWistar雄性ラット及び白人由来の凍結肝組織片(Biopredic社より購入)
を 37 ℃で溶解し、Thawing medium (Biopredic 社)を入れた 6 cm の dish に移し、1 分毎
に Thawing medium の交換を 3 回行うことで肝組織中の DMSO を取り除いた。12 well 
plate に 1.4 mL/well の Pre-incubation medium (Biopredic 社)を用意し、肝組織片を 1 
slice/well となるように移した後に、37 ℃、1.5 hr、CO2インキュベーター内でプレイン
キュベーションを行った。DMA 10 nM を暴露し、37 ℃、10 分間、CO2インキュベー
ター内でインキュベーションを行った後、LPS 100 µg/mL を暴露し更に 1.5 hr、37 ℃、
CO2インキュベーター内でインキュベーションを行った。インキュベーション後の培地
及び肝組織片をチューブに移し、液体窒素で凍結した後に－80 ℃で保存した。対照群
には DMA 、LPS 処置と同量の滅菌 PBS を暴露した。 
 
組織中 GSH 量の測定 
 GSH 量測定は Keller らの方法をもとにして、 o-フタルアルデヒドポストラベル法
により定量した。25 % metaphosphoric acid–0.1 % EDTA を添加したサンプルを 15,000 
rpm、 4 ℃、 5 分間遠心分離し、その上清 500 µL に内標準物質として 0.25 mM 3-フ
ルオロチロシンを加えて混和し、0.45 µm のメンブレンフィルターでろ過して HPLC 
用サンプルとした。 
 
 HPLC 条件 
 Column  : Inertsil ODS (G.L. Science Ind.) 
 Mobile phase  : 0.1 % TFA : Methanol=20 : 1(flow rate 1.0 mL/min) 
 Reagent solution : 100 mM NaHCO3-Na2CO3 buffer, pH 10.5 
    1.86 mM o-phthalaldehyde 
    1.71 mM Mercaptoethanol (flow rate 0.2 mL/min) 
 反応温度   : 70 ℃ 
 Detector   : Fluorescence Ex=355 nm、 Em=425 nm 
 
 
 
 
 
  
タンパク定量 
各実験で用いた試料中のタンパク濃度は、 Bovine Serum Albumin (BSA) を用い、
PIERCE 社の BCA TM Protein Assay Kit により定量した。 
 各サンプル 20 µL に対し、Kit の reagent A と reagent B を 50 : 1 の割合で混合した
working reagent を 200 µL ずつ加え、1 分間攪拌した後 37 ℃で 30 分間インキュベーシ
ョンを行った。その後室温まで戻して再び 1 分間攪拌し、吸光度 570 nm にて測定を行
った。 
ただし、GSH 測定用サンプルに限っては EDTA-メタリン酸による干渉を取り退くため、 
Bio-Rad 社の RC DC Protein Assay Kit により定量した。 
 各サンプル 25 µL に対し、 Kit の RCI 試薬を 125 µL 加え、30 秒間攪拌し 1 分間
放置する。更に RCII 試薬を 125 µL 加えて 30 秒間攪拌した後 15,000 g , 5 分間遠心し
た。上清を破棄し、エッペンドルフチューブを逆さまにして乾いた紙の上で十分乾燥す
るまで 6 hr程度放置した後、ペレットに A 試薬と S 試薬を 50 : 1 の割合で混合した A’ 
試薬を 127 µL 加えて 30 秒攪拌することでペレットを溶解させた。 B 試薬を 1 mL 追
加して 15 秒攪拌し 15 分間インキュベートした後に吸光度 750 nm にて測定を行った。 
 
mRNA の抽出 
 凍結した肝臓の組織を約 100 mg 量り取り、0.2 mL バイオマッシャー (アシスト 
(株)) 内に入れ、10,000 g、4 ℃で 10 秒間遠心した。回収したサンプルに RNA-solve reagent 
(OMEGA BIOTEK) を 1 mL 加え、ピペッティングにより溶解させ、クロロホルムを 200 
µL 加えた後、15 秒間ボルテックスし、氷上で 10 分間静置した。それを 12,000 g、4 ℃
で 15 分間遠心し、上清を回収し、それと同量のイソプロパノールを加え 20 回転倒混和
した後室温で 10 分間静置した。その後 12,000 g、4 ℃で 10 分間遠心し、上清を破棄し
た後沈殿に 70 % エタノールを 1 mL 加え、更に 12,000 g、4 ℃で 5 分間遠心した。そ
の上清を破棄し、エッペンを逆さに立てることで沈殿を完全に風乾させ、20 µL の DEPC
処理水を加え、溶解させたものを total RNA とした。調製した total RNA の濃度及び純
度は total RNA の濃度 (ng/µL) = 40 (ng/µL) ×希釈倍率×As (260 nm) として算出した。 
純度が (Abs 260 nm / Abs 280 nm) = 1.7-1.9 の範囲にあるものを以降の実験に用いた。 
 
RT 反応 
Total RNA を、DEPC 処理水を用いて 400 ng / µL に希釈し、以下の組成で調整し、RT
反応にかけた。 
  
 
反応系の組成 
MgCl2 (25 mM)    2 µL 
10×RT buffer      1 µL 
RNase free dH2O    0.75 µL 
dNTP mixture (2.5 mM)  4 µL 
Random 9 mer     0.5 µL 
RNase inhibitor    0.25 µL 
Reverse transcriptase      0.5 µL 
Total RNA (400ng / µL)  1.0 µL 
Total        10  µL 
 
反応条件 
30 ℃        10 min 
50 ℃        30 min 
99 ℃         5 min 
25 ℃           5 min 
4 ℃                          
 
 
 
Real time RT-PCR 反応 
RT 産物を dH2O により 20 倍希釈し、real time RT-PCR 用の 8 連エッペンに 5 µL ずつ、
duplicateで入れ、さらに以下の組成で混合した real time RT PCR Mixを20 µLずつ加えた。 
 
 
d H2O                2.5 µL  
Master Mix (SYBR Green)    12.5 µL 
3 µMPrimer Mix (F & R)    5 µL 
Total             20 µL 
 
 
 
ABI PRISM 7000 を使用し、 
以下の条件で反応及び測定を行った。 
50 ℃   2 min  
95 ℃         10 min  
95 ℃         15 sec 
60 ℃        1 min   
 
なお、使用した real time RT-PCR 用の primer は以下の通りである。 
Name Accession No. primer sequence 
Mrp2 NM_012833 
Forward (F) 
Reverse (R) 
5'- TCTGCCATTCGCCGCGTCAG -3' 
5'- GTGCCCACCACAGCCACCAG -3' 
β-actin V01270 
Forward (F) 
Reverse (R) 
5'- ACTGGCGCTGCGGGATGAAC -3 
5'- CCATGGCCACCGTCCTGCTG -3' 
GAPDH NM_017008 
Forward (F) 
Reverse (R) 
5’-GTGGTGCCAAAAGGGTCAT-3’ 
5’-ATTTCTCGTGGTTCACACCCA-3’ 
 
  
凍結切片作製 
アクチン染色に関しては Ezzell らの 91、免疫染色に関しては Kojima らの手法 92を参考
に一部変更して行った。 
脱血後に凍結した肝臓から 1 cm 四方のブロックを切り出し、OCT compound に包埋した。
包埋されたブロックからクリオスタットにより－20℃下で 5 µm の薄切切片を作製した。
作製した薄切切片はアセトンに 10 分間浸潤後風乾した。 
 
F-actin 染色 
凍結切片を 30 mM Glycine-PBS (G-PBS)で処理し、 2% (v/v) Rhodamine-phalloidin 
(Invitrogene Inc.) / PBS溶液で希釈し凍結切片と 30 分反応させた。G-PBSにて 3回洗浄後、
TBS に 5 分浸潤し、VECTASHIELD with propidium iodide(Vector Laboratories, Inc.)で封入後、
共焦点蛍光顕微鏡 (LSM510, Carl Zeiss) にて観察を行なった。 
 
免疫染色 
凍結切片を 30 mM G-PBS 処理し、0.1% BSA / PBS で×50 希釈した 1 次抗体を室温で 1 hr
反応させた。反応後 G-PBS にて 3 回洗浄し、0.1% BSA / PBS で×100 希釈した蛍光標識 2
次抗体を室温で 1 hr 処理した。反応終了後切片を G-PBS にて 3 回洗浄後、TBS に 5 分浸
潤し、VECTASHIELD with propidium iodide(Vector Laboratories, Inc.)で封入後、共焦点蛍光
顕微鏡にて観察を行なった。 
 
蛍光強度による定量 
免疫染色にて確認した組織蛍光画像より、Mrp2/MRP2 及び F-actin の共染色部位をラン
ダムに 16 点抽出し、各々の蛍光強度を測定した。 
 
 免疫沈降法 
免疫沈降法は、Nashiki ら 93、Kipp ら 94の手法を参考に、一部改変して行った。肝湿重量
と等量 (v/w) の可溶化 buffer を加え、テフロンホモジナイザー (Max 1,300 rpm, 10 stroke) 
でホモジナイズを行った。20 mg protein、5 mg protein の肝ホモジネートまたは 0.3 mg 
protein の crude membrane を 1hr、4℃で可溶化させた後、冷却遠心器で遠心分離を行い 
(15,000 rpm, 10 min, 4 ℃) 、上清を採取し可溶化物 (lysate) とした。 
Lysate 中に PANSORBIN® Cells (CALBIOCHEM)を 50 μl 加え非特異的吸着蛋白を除
去し、一次抗体(EAG15)を 5 μL 加えて 4 ℃、orver night で反応させた。Protein G  
  
sepharose beads を 50 ul 加え 4 ℃、1 時間反応させ抗体を Protein G に吸着させた。遠
心分離により Protein A を沈殿させ、上清を除去後、wash buffer を用いて bead の wash
を 3 回行った。 Protein G に変性 buffer を 50 ul 加え boil を行い(95 ℃, 5 min)抗体－
抗原複合体を溶出させ、遠心分離後(15,000 rpm 1 min)の上清をサンプルとした。上記操
作は特に記載のある場合を除き、全て氷冷下あるいは低温室条件下 (4℃) で行った。得
られたサンプルはそれぞれ同量を SDS-PAGE により分離後、western blot による比較を
行った。 
 
可溶化 buffer     
20 mM Na phosohatebuffer (pH 7.4) 
150 mM  NaCl    
60 mM n-octyl-β-D-glucopyranosid 
1 % (v/v) Triton X-100  
 
試料を可溶化させるために用いる際はプ
ロテアーゼ阻害剤として、 
1 mM     phenylmethyl sulfonyl fluoride 
5 μg/mL  leupeptin 
1 μg/mL  pepstatin A 
5 μg/mL   aprotinin 
可溶化 buffer に上記化合物を添加した。 
 
 
wash buffer 
20 mM Na phosohatebuffer (pH 7.4) 
250 mM  NaCl 
5 mM  EDTA 
50 mM  NaF 
1 mM   Na3VO4 
1 % (v/v) Triton X-100 
 
変性 buffer 
10 mM  Tris / HCl (pH 6.5) 
3 % (w/v) SDS 
10 % (v/v) Glycerol 
5 % (v/v) β-Mercaptoethanol 
8 M   Urea 
0.001 % (w/v) BPB  
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